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CANCER » , 

5 La presente invention conceme un nouveau polypeptide 

ICBP90 et scs fragments, le elonage de l'ADNc et les polynucleotides 
codant pour lesdits polypeptides, des vecteurs de donage et/ou 
d'expression incluant lesdits polynucleotides, des cellules 
transforms par l esd its vecteurs et des anticorps specifies 
10 diriges contre lesdits polypeptides, invention conccrne egalcment 
des procedes et des kits de diagnostic des cancers, un precede et 
un kit de criblage de ligands du polypeptide de Invention et des 
composes utilities a litre de medicament pour la prevention 
et/ ou le traitement des cancers. 

Us ADN topoisomerases sont des proteines nucleates 
hautement conserves au cours 1'evolution dont le role principal est 
de contreier la conformation et la topologie de l'ADN dans le noyau 
qui sont constamment alterees par les differents processus 
biologaques impliquant l'ADN tels par exemple la transcription et la 
20 replication. Les topoisomerases excrcent leur action en coupant 
l'ADN et en reliant ces lesions apres avoir realise le changement 
conformationnel adequat. 

Chez les marnmiferes et lTiomme en particulier, U existc a 
llieure actuelle au moins cinq genes differents codant pour une 

25 topoisomerase et au moins deux pseudogenes additionnels (pour 
revue, voir Nitiss 1998). Ainsi, la topoisomerase I, codee par le gene 
TOPI retire les supertours presents dans l'ADN en ne coupant 
qu'un seul brin. Les deux topoisomerases de type II existant chaz 
lliomme appelees TopIIa et Toplip, altercnt la topologie de l'ADN en 

30 introduisant des divages double brin transitoires (pour revue, voir 
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Wang 1996). Enfin, ii existe deux topoisomerases de type III coddes 
par deux genes localises en 17pll.2-12 et 22qll-12 et qui absent 
umquement contre les supertours negatifs de i'ADN. 

Dans les cellules tumoralcs, les topoisomerases de'typc II 
5 jouent un role tres important ; dans ces cellules en croissance et en 
division rapide, ii existe un grand besoin de maintenir les molecules 
d'ADN dans unc conformation correcte puisque des taux de 
transcription et de replication eleves sont neccssaircs. Ainsi, les 
taux de toposiomerases II sont en general plus eleves dans' Jes 
10 cellules tumorales humaines que dans les tissus normaux de meme 
origine. Ccpendant, le taux d'expression eleve de la topoisomerase 
Ua dans les cellules tumorales peut varies entre deux tumeurs de 
nature differente aflectant un meme tissu. Par exemple, 1c noyau 
des cellules de carcinorne du poumon a petites cellules presente un 
15 taux plus eleve dc topoisomerase Ha que le noyau des cellules de 
carcinomes pulmonaires a cellules de taille normale (Quinee et at, 
1996). De la meme maniere, le taux de topoisomerase Ila dans les 
cellules AS49 est trois fois plus eleve que dans les cellules PC3, ces 
deux lignees cellulaires provenant d'adenocarcmome de repithelium 
20 pulmonaire (Yamasaki et al, 1996). 

Ces constatations donnem a penser que la topoisomerase 
Ila peut etre consideree comme un marqueur de proliferation 
cellulaire pour certains types de cancer. Le processus cancereux se 
caractcrisant par une proliferation cellulaire anormale due en 
25 partie a la pcrte de 1'inhibition de contact, la topoisomerase Ila 
apparalt done comme une cibie privilege des drogues 
chimiotherapeutiques pour le traitemcnt du cancer (Pommier et al 
1994). et les traitements anticancereux actuels font largement 
appel aux inhibiteurs de topoisomerases. 
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La plupart dc ces inhibiteurs exercent leurs eftets 
cytotoxiques en stabilise le complexe de cUvage de l'ADN Des 
drogues comme les anthracyclines [doxorubicin (adriaraycine) ou 
epipodophyllotoxines (tel 1'etoposide (VP-16) ou le temposide 
5 (VM26))J, les acridines (tel que le inAMSA) et les anthracendiones 
(e.g. mitoxantrone) sent des exemples de drogues inhibitrices de 
topoisomerases II qui stabilise lc complexe de clivage. Pl us 
recemment, une nouvelle classe d'inhibiteurs de topoisomerases. II 
a ete developpee ; ces inhibitors agissent au niveau de I'activite 
10 cataiytique et non plus en stabilisant le complcxe de clivage La 
drogue fostri6cine en est un exemple (Boritzki et ai, 1988) 
Aujourdlmi ces differentes drogues sont utilisees dans des 
traitements anti-cancereux curatifs et palliatifs. 

Neanmoins, l'un des problemes majeure rencontre dans les 
traitements anti-cancereux actuels utilisant les inhibiteurs des 
topoisomerases est Emergence d'une resistance aux drogues (Kubo 
etaL, 1995). Ces resistances sont soit le fait d'une suppression de 
pompes permettant I'efflux de drogues a l'exterieur de cellules avant 
qu'elJes n'attcignent leur cible (e.g; P-glycoproteine. proteine 
20 assooce a ia multire distance aux drogues (MRP)), soit le fait de 
changement du taux depression de la topoisomerase II« (Deffic et 
aL, 1989; Pry et aL, 1991), soit des deux (pour revue, voir Isaacs et 
al. t 1998). 

L'un des aspects dc la prcsente invention est done de 
25 comprendre les mecanismes de regulation de l'expression du gene 
de la topoisomerase Ila. afin de developper une alternative au 
phenomene de resistance aux drogues observe pour certains 
cancers, et ce, dans I'optique d'ameliorer le traitement prevendf et 
curatifdes cancers. 
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II existe deux types de topoisomerases dc type II qui different 
dans ieur pram d'expression ; la topoisomerase Ha (Top 11a) (17 0 
kD), cssentiellcment localisee dans le nucleoplasme au niveau du 
centromere des chromosomes mitotiques, interment -dans les 
processus bioiogiq Ues fondamentaux que sent la replication la 
condensation des chromosomes et la transcription. La 
topoisomerase 110 (Top lip) (i 80 kD) est semble-t-il piutot impliquee 
dans la transcription des ARN ribosomiques etant donne la 
localisation nudeolaire de cette enzyme. Us deux topoisomerase s 
de type n humaincs sont localises sur deux chromosomes 
differents (17q2l-22 pour la topoisomerase Ila et 3p24 pour la 
topoisomerase Hp) (Tsai-Plugfelder etal, 1988 ; Drake et aX„ i 98 9 ; 
Chung et aL. 1989 : Jenkins et al, 1992 ; Austin et «L, 1993). 

Contrairement a la topoisomerase lip dont 1'exprcssion se 
caracterise par une relative Constance, la topoisomerase Ila 
presente une variation d'expression en fonction de l'etat de 
proliferation des cellules et de leur position dans le cycle celiulalre 
L'expression de TARN messager (ARNm) est plus elevfie dans les 
cellules en proliferation que dans les cellules arretees en 
20 confluence. L'expression de la topoisomerase Ila augmente au cours 
de la phase S du cycle cellulaire-pour attelndre un maximum en fin 
de phase G2/M (Goswami et al, 1996), le niveau d'ARN messager 
etant dix fois plus eleve en fin dc phase S que pendant la phase Gl. 
Egalement, I! semble exister un couplage entre la synthase et la 
25 degradation de la topoisomerase Ha et la 
condensation/ddcondensation chromosomique (Heck et aL, 1988). 

Les connaissances actucllcs conccrnant la regulation du 
gene de la topoisomerase Ha restent somme toute assez sommaires. 
Recemmcnt, une region promotrice d'environ 650 paires dc bases a 
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ete dccnte par Hochhauser et aL (1992), die presente toutes les 
caracteristiques d'un gene domestique, absence de boite TATA et 
nchesse moderee en sites GC (presence notamment d'une boite Spl 
pouvant remplacer la boite TATA, en sent deux copies. La 
5 presence de 5 boltes CCAAT inversees ou ICB (Invened CCAAT box) 
est une autre paiticularite de ce type de promoteur. 

Des facteurs de transcription interagissant avec le 
promoteur du gene de la topoisomerase tta humaine ont ete 
dtents ; on pcut dter c-myb (Brandt et al, 1997)," P 53 (Sandri et al, 
10 1996), ATF (Lim et al, 1998), S pl et Sp3 (Kubo « aL, 1995) Quoi 
qu'U en soit, en dehors de NF-Y (cgalement a Ppe le CBF, ACF et 
CP1, references dans Isaacs et aL, 1996) les facteurs de 
transcription agissant sur les sequences ICB du promoteur du gene 
de la topoisomerase Ila humaine ne sont pas encore tous Identifies 
15 et caracterises ; Herzog et Zwelling (1997) ont ccpendant mis en 
evidence deux proteines d'un poids moleculaire apparent de 90 kD 
et de 140 kD qui lient respectivement ICBl a ICB4 et ICB5 Isaacs 
et ses collaborate^* (1996) ont propose que le NFY ainsi qu'une 
autre proteine non identifiee reconnaissent une boite ICB de la 
20 region promotrice du gene de la topoisomerase Ila; Us ont 
egalement montr* que les mutations de ICB2 abrogeaient 
complement la diminution de l'activite promotrice normalement 
observce dans des cellules arrctees a confluence {Isaac et al 1996) 
lis ont identify NFY comme un composant d'un complexe induit 
25 par la proliferation et qui se lie in vitro a la sequence ICB2 du 
promoteur du gene de la topoisomerase Ila humaine, bien que NF-Y 
soit toujours detectable dans les cellules arretecs a confluence 
(Isaac et al., 1996). lis ont propose que ICB2 agissc commc un 
regulateur ncgatif du promoteur du gene de la topoisomerase Ha 
30 des cellules arretees a confluence et que cette repression puisse 
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etre supprimee dans les cellules proliferatives. La Doite 1CB2 du 
promoteur du gene dc la topoisomerase Ha joue done un role 
primordial dans rarret du processus proliferatif normal lorsque les 
cellules arrivent k confluence. 
5 Des facteurs de transcription se liant a la sequence TCB 

ainsi que la sequence ICB clle-meme constituent done des cibies 
moleculaires pour controler le taux depression de la 
topoisomerase Ila. En intervenant sur ces facteurs, fl est possible 
d'envisager de contrdler ^expression du gene de la topoisomerase 
10 Ha et par voiede consequence la proliferation cellulaire. 

La presente invention a pour objet la mise en evidence de 
nouveaux facteurs de transcription se liant la boite ICB impliquee 
dans le contreie de la proliferation cellulaire. 

Une technique recente appelee systeme . simple-hybride » 
15 qui perraet d'isoler des clones ADNc codant pour des proteines de 
liaison a l'ADN speci&sue de certaines sequences a ete utilisee. Ce 
systeme presente un double avantage car il est capable non 
seulement de mettre a jour des interactions ADN-proteine in vivo 
chez la levure mais aussi de donner directement acccs aux ADN 
20 compiementaircs (ADNc) codant les proteines candidates ayant une 
activite de facteur transcription. Lc systeme repose principalemcnt 
sur la construction d'une souche de levure test selon le principe 
mis au point par Wang ct Reed (1993). Cettc souche de levure 
pennet le criblage dc banques d'ADNc en mettant en evidence 
25 I'interaction ADN-prpteine in vivo par le biais de 1'activation d'un 
gene rapporteur integre au genome de la levure test. 

La presente invention a done pour objet .un polypeptide isole 
denommc ICBP90 (inverted CCAAT box binding protein) de 
30 sequence d'addes amines SEQ ID N°2. Cettc sequence comorend : 
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a) un domaine « ubiquitine • comprenant la sequence d'acides 
amines 1 a 75 de la sequence SEQ ID N"2 ; 

b) un domaine . doigt de zinc » de type C4HC3 comprenant la 
sequence d'acides amines 310 a 366 de la sequenee SEQ ID 

5 N 9 2 et un domaine "doigt de zinc" de type C3HC4 

comprenant la sequence d'acides amines 724 a 763 de la 
sequence ID n° 2; 

c) un domaine -leucine zipper, putatif comprenant la 
sequence d'acides amines 58 a 80 de la sequence SEQ ID 

10 N«2; 

d) deux domaines de localisation nucleaire potentiels 
comprenant les sequences d'acides amines 581 4 600 et 648 
a 670 de la sequence SEQ ID N°2 ; 

c)un site de phosphorylation par une tyrosine kinase 
comprenant la sequence d'acides amines 452 a 458 de la 
sequence SEQ ID N°2 ; 

f) des sites de phosphorylation par une proteine kinase 
cAMp/cGMP dependante comprenant les sequences d'acides 
amines 246 a 249, 295 a 298 et 648 a 651 de la sequence 

20 SEQ ID N°2 ; 

g) des sites de phosphorylation par une caseine kinase II 
comprenant la sequence d'acides amines 23 a 26, 57 a 60, 
91 a 94, 109 a 112, 165 a 168. 265 a 268, 354 a 357 et 669 
a 672 de la sequence SEQ ID N*2 ; 

h) des sites de phosphorylation par une proteine kinase C 
comprenant la sequence d'acides amines 82 a 84, 104 a 
106, 160 a 162, 173 a 175, 251 a 253, 301 a 303, 380 a 
382, 393 a 395, 504 a 506, 529 a 531, 625 a 627 et 639 a 
641 de la sequence SEQ ID N°2 . 
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La presente invention pone egalement sur un polypeptide isole 
caracterise cn ce qu'il comprend un polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide de sequence SEQ ID N°2, SEQ ID. N°4, SEQ 
ID N c 6 ou SEQ ID N°S ; - 

5 b) un polypeptide variant de polypeptide dc sequences d'acides 

amines defini en a) ; 
c) un polypeptide homologue au polypeptide defini en a) ou b) 
et comportant au moins 80 % dliomologie, de preference 90 
% avee iedit polypeptide de a) ; 
10 d) un fragment d'au moins 5 acides amines consecutifs d^n 

polypeptide defini en a), b) ou c) ; 
e) un fragment biologiquement actif d\m polypeptide defini en 
a), b) ou c). 

II doit etre compris que Invention concerne Ics polypeptides 
15 obtcnus par purification a partir de sources naturelles, ou bien 
obtenues par recombinaison genetique, ou encore par synthese 
chimique et pouvant alors comporter des acides amines non 
naturels. 

Dans la presente description, on utilisera le terme 
20 polypeptide pour designer egalement une proteinc ou un peptide. 

On entendra par polypeptide variant l'ensemble des 
polypeptides mutes pouvant exister naturelleroent, en particulicr 
chez l'etre humain, et qui correspondent notamment a des 
troncatures, substitutions, deletions et/ou additions de residus 
25 d'amino-acides. Les polypeptides homologues selon 1'invention 
conserve au moins un domaine choisi parmi le domaine de liaison a 
l'ADN et/ou le domaine dlnteraction avec une autre proteinc. 

Par polypeptide homologue, on entendra designer les 
polypeptides presentant, par rapport au polypeptide naturel 
30 ICBP90, cenaines modifications comrae en particulier une deletion, 
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addition ou substitution d'au moins un acide amine, une 
troncature, un allongemenl et/ou une Aision chimerique. Parmi les 
polypeptides hbmologues, on prefere ceux dont la sequence d'acides 
amines presente au moins 80 % dTiomologic, de preference* 90 %, 
5 de manlere preferee 95 %, et de maniere encore prefdree 97 % 
dliomologie avec les sequences d'acides amines des polypeptides 
selon invention. Dans lc cas d"une substitution, un ou plusieurs 
acides amines consecutlfs ou non consecutifs, sont remplaces par 
des acides amines « equivalents ». L'expression acide amine « • 

10 equivalent » vise ici a designer tout acide amine susceptible d'etre 
substitue a l*un des acides amines de la structure de base sans 
cependant modifier les caracteristiqucs ou proprietcs fonctionnelles 
essentiellcs, comme leurs activites biologiques, des polypeptides 
correspondants telles que l'induction in vivo d'anticorps capables dc 

1 5 reconnaitre le polypeptide dont la sequence d'acides amines, est 
comprise dans la sequence d'acides amines SEQ ID N°2, ou l*un de 
ses fragments ci-dessus definis et notamment la sequence d'acides 
amines SEQ ID N°4, SEQ ID N°6 et SEQ ID N'8 . Ces acides amines 
equivalents peuvent etre determines soit en s'appuyant sur leur 

20 homologic de structure avec les acides amines auxquels ils se 
substituent, soit sur les resultats des essais d'activite biologique 
croisec auxquels les differents polypeptides sont susceptibles de 
donner lieu. A titre d'exemple, on mentionnera les possibilites dc 
substitutions susceptibles d'etre effectuces sans qu*il en resulte 

25 une modification approfondie des activites biologiqucs des 
polypeptides modifies correspondants, les remplacements, par 
exemplc, de la leucine par la valine ou llsoleucine, de 1'acide 
aspartique par l'acide glutamique, de la glutamine par 1'asparagine, 
de l'arginme par la lysine etc., les substitutions inverses etant 

30 naturellemcnt envisageables dans les memos conditions. 
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Par fragment biologiquement actif, on entendra designer en 
particulier un fragment dc sequence d'acides amines de polypeptide 
scion Invention presentant au moins une des caracteristiques ou 
proprietes fonctionnelles des polypeptides selon Invention, 
5 notamment en ce que : (i) fl est capable d'etre rcconnu par un 
anticorps specifique d«un polypeptide selon Invention ; (ii) a 
presente au moins IMn des domaines ou regions tcls que definis ci- • 
apres ; (in) fl est capable de se Her a 1'ADN et notamment aux 
boltes CCAATT et/ou CCAAT inversee ; (iv) il est capable de moduler 
10 le taux d'expression du gene de la topoisomerase Ila ; (v) il est 
capable de moduler la proliferation cellulaire. 

Par fragment de polypeptide, on entend designer un 
polypeptide comportant au mlnimun 5 acides amines, de preference 
7 acides amines, de maniere preferee 10 et de maniere encore 
15 preferee 15 acides amines. Les fragments dc polypeptide selon 
Invention obtcnus par clivage dudit polypeptide par une en2yme 
proteolytique, par un reactif chimique, ou encore en placant ledit 
polypeptide dans un environnement tres acidc font egalement 
partie de invention. 

20 Le polypeptide scion 1'invention peut egalement s'associer il 

d'autres polypeptides par des interactions proteine-protcine. On 
entend designer par interactions proteine-proteine, des associations 
mettant directemcnt en contact au moins deux proteincs. Ainsi, le 
polypeptide de l'invention peut se dimeriser pour former des 

25 homodimeres ou des heterodimeres, ou s'associer sous la forme 
dHomomultimercs ou d'heteromultimeres. Le polypeptide selon 
l'invention peut egalement interagir avec un autre polypeptide pour 
exercer son action ; ainsi, le polypeptide selon l'invention peut 
posseder, en plus de son domaine de liaison a 1'ADN, un domaine 

30 d'action sur la transcription qui exerce son action via des 
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interactions proteine-proteine avec d'autres composants proteique 
de la machineric transcriplionnelle. On cntcnd designer par 
composant proteique de la machinerie transcriptionneUe tous les 
facteurs de transcription necessaires & la realisation- £t a la 
5 regulation de la reaction de transcription. 

Le polypeptide selon Tinvention est caracterise en ce qu'il est 
capable de se lier a une sequence d'ADN et en ce qu*il est comporte 
au moins un domainc dc fixation 4 l'ADN selectionne dans le 
groupe compose d*un domaine * doigt de zinc » (zinc-finger) et d'un 

10 dornaine « leucine zipper » ; la sequence d'ADN sur laquelle se lie 
ledit polypeptide est une boite CCAAT, de preference une une boite 
CCAAT inversee (inverted CCAAT box : ICB). 

On entend designer par liaison a une sequence d'ADN, une 
interaction spdeifique entrc 1c polypeptide de l'invention et une 

15 sequence d'ADN au moyen d'une serie de liaisons faibles 
contractus entre les acides amines de la proteine et les bases. Le 
polypeptide scion Tinvention possede au moins un domaine de 
liaison a l'ADN qui conticnt au moins un des motifs proteiques 
connus susceptibles d!nteragir avec i'ADN, e'est-i-dire la structure 

20 en doigt de gant a laquelle est associee un atome dc zinc (« zinc- 
finger »), la structure h61ice-tour-helice, la structure helice-boucle- 
helice et la fermcture eclair a leucines (« leucine-zipper *). 

Par motif en doigt de gant (« zinc-finger »)> on entend designer 
une sequence d'une vingtaine d'acides amines ayant dans Tespace 

25 une forme de doigt de ganL II en existe deux types : ceux qui 
contiennent quatre cysteines (C4) et ceux qui contiennent deux 
cysteines et deux histidines (C2H2). Ces acides amines definisscnt 
la nature du doigt de gant et sont situSs & sa base et un ion Zn++ 
est situe au centre du carre forme par ces quatre acides amines. Le 
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polypeptide selon Invention possede potcntiellemcnt deux motifs 
dc type C4. 

Par motif de type . leucine zipper », on entend designer des 
motifs appartenant a des facteurs de transcription dimerique qui 
5 sont soit des homodimeres, soit des hcterodimeres. Le monomere 
est constitue d'une sequence a caractere basique qui interagit de 
manicre specifique avec I'ADN et d\m domaine hydrophobe en 
helice a qui interagit avcc le domaine homologue de 1'autre chalne. 
Dans ce domaine se trouve une leucine tous les 7 aminoacides, 
10 c'est-a-dire a chaque tour d'helice. Toutes ces leucines sont 
alignees et Interaction se fait a leur niveau entre lcs deux 
monomeres. Le polypeptide selon Invention possede 
potcntiellemcnt un motif de type « leucine zipper ». 

Invention concerne egalement un polynucleotide isole 
15 caracterise en ce qull code pour un polypeptide de sequence SEQ 
ID N°l tel que defini prccedemment. De manicre preferee, le 
polynucleotide selon llnvention possede la sequence SEQ ID N'l. 

L'invention conceme egalement le polynucleotide isole 
caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi : 
20 a) un polynucleotide de sequence SEQ ID N'l, SEQ ID N*3, 

SEQ ID N°5 ou SEQ ID N"7 ou dont la sequence est celle de 
l'ARN correspondant a la sequence SEQ ID N*l, SEQ ID N*3, 
SEQ ID N*5 ou SEQ ID NT ; 

b) un polynucleotide dont la sequence est complementaire de 
25 la sequence d'un polynucleotide defini en a), 

c) un polynucleotide dont Ja sequence comporte au moins 80% 
dTiomologie avec un polynucleotide defini en a) ou b), 

d) un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec une sequence de polynucleotide defini cn a), 

30 b) ou c), 



24/12 2001 LUN 15; 53 FAX 01 44 29 33 99 CABINET REGIMBEAU 



81018/048 




WO 00/78949 



PCT/FR00/O1747 



10 



15 



20 



25 



e) un fragment d'au moins 15 nucleotides consecutifs, de 
preference 21 nucleotides consecutifs, . et de maniere 
prfiferee 30 nucleotides consecutifs d*un polynucleotide 
defini en a), b), c) ou d) a l'cxception de 1*EST humain'AI 084 
125, a Texception de la sequence correspondant a la 
sequence SEQ ID N° 944 publiSe le 5 aotit 1999 dans la 
demande de brevet WO 99 38972 ct a l'exception des 
sequences SEQ ID N°9, N 9 10 et N°ll correspondant 
respectivement aux EST humains N 3 AI 083 773, N° AA 81 1 
055, N° AA 488 755, N° AA 129 794 et N° AA 354 253 
presentes dans les bases de donn£es d'EST humains 
(« human dbest). 

Dans la presente description, on entendra designer par 
polynucleotide, oligonucleotide, sequence de polynucleotide, 
sequence nucleotidique ou acide nucieique un fragment d'ADN, 
aussi bien un ADN double brin, un ADN simple brin que des 
produits de transcription desdits ADNs, et/ou un fragment d'ARN, 
lesdits fragments naturels isoles, ou de synthase, comport ant ou 
non des nucleotides non naturels, designant un enchalnement 
precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de definxr un 
fragment ou une region d'un acide nucieique. 

Par polynucleotide de sequence complementaire, on entend 
designer tout ADN dont les nucleotides sont complementaires de 
ceux de la SEQ ID N° 1, SEQ ID N°3, SEQ ID N'5, SEQ ID N°7 ou 
d'une partie de la SEQ ID N fl 1, SEQ ID N°3 y SEQ ID N°5, SEQ ID 
N°7 et dont Indentation est inversee. 

Par pourcentage, dliomologie au sens de la presente 
invention, on entend un pourcentage d*identite entre les bases de 
deux polynucleotides, ce pourcentage etant purement statistique et 
les differences entxc les deux polynucleotides etant reparties au 
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hasard ct sur toute leur longueur. Selon 1'invention, les 
polynucleotides de sequence nucleique homologue presented un 
taux d'homologie d'au moins 80 %, de preference 90 %, de maniere 
preferee 95 %, de maniere encore preferee 97 %. 
5 Une hybridation dans des conditions de forte stringence 

signifie que les conditions de temperature et de force ioniquc sont 
choisies dc telle maniere qu'elies permettent le maintien de 
ITrybridation entrc deux fragments d'ADN complementaires. A titre 
illustratlf, des conditions de forte stringence de l'etape 
10 dliybridation aux fins de definir les fragments polynucleotides 
decrits ci-dessus ? sont avantageusement les suivantes : 

Lliybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est realisec en deux 
etapes: (1) prehybridation a 42«C pendant 3 hcures en tampon 
phosphate (20 mM, pH 7,5) contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond 
a une solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate de sodium), 50 % de 
fonnamide, 7 % de sodium dodccyl sulfate (SDS), 10 x Denhard's, 5 
% de dextran sulfate ct 1 % d'ADN dc sperme de saumon ; (2) 
hybridation proprement dite pendant 20 heures a une temperature 
dependant de la taiUc de la sonde (i.e. : 42"C, pour une sonde de 
20 taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 minutes a 20'C 
en 2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 0, 1 x SSC 
+ 0,1 % SDS. Lc dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % 
SDS pendant 30 minutes a 60°C pour une sonde de taille >K>0 
nucleotides. Les conditions dliybridation de forte stringence 
25 decrites ci-avant pour un polynucleotide de taille definie, seront 
adaptees par ihomme du metier pour des oligonucleotides de taille 
plus grande ou plus petite, selon l'cnseignemcnt de Sambrook et 
aL, 1989. 

Avantageusement, un fragment nucleotidique repondant a la 
30 definition precedente aura au moins 15 nucleotides consecutifs, de 
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preference au moins 21 nucleotides, et encore plus 
preferentiellcment au moins 30 nucleotides cons6cutifs de la 
sequence dont il est issu. 

Par EST (« expressed sequence tag >), on en tend designer des 
5 sequences exprimees, caracterisccs dans une banque d'ADN 
. complementaire (ADNc) et utilisees comme balise cartographique dc 
FADN genomique. 

Selon un mode de realisation de 1'invention, ie polynucleotide 
seion ^invention sc caracterisc cn ce quH est marque directement 

10 ou indlrcctcment par un compose radioactif ou un compose non 
radioactif. Utilisation d*un polynucleotide selon 1'invention cn tant 
qu'amorce pour ramplificatton ou la polymerisation de sequences 
nucieiques; invention portc egalement sur utilisation d'un 
polynucleotide selon l'invention en tant que sonde pour la detection 

15 de sequences nucieiques. Selon l'invention, les fragments de 
polynucleotides pouvant etre utilises comme sonde ou comme 
amorce dons des precedes dc detection, dWentification, de dosage 
ou d'amplification de sequence nucleique, presenteront une taille 
minimale de 9 bases, de preference dc 18 bases, et de manicre plus 

20 preferee 36 bases. Enfin, l'invention porte sur Tutilisation d'un 
polynucleotide selon l'invention en tant que sequence d'aclde 
nucleique sens ou antisens pour contrdler l'expression du produit 
proteiquc correspondant. 

Les sequences de polynucleotides selon l'invention non 

25 marquees peuvent etre utilisdes directement comme sonde, amorce 
ou oligonucleotide ; cependant les sequences utilis£es sont 
generalement marquees pour obtenir des sequences utilisables 
pour dc nombreuscs applications. Le marquage des amorces, des 
sondes, des oligonucleotides selon l'invention est realise psr des 

30 elements radioactifs ou par des molecules non radioactives ; parmi 
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les isotopes radioactifs utilises, on peut citer le "P, le "P, Je 3s Sf lc 
ou le w»i. Le S entites non radioactives sont selectionnees parmi 
les Hgands tela la biotine, l'avidine, la streptavldlne, la dioxygenine, 
les haptenes, les colorants, les agents luminescents tels -que les 
5 agents radioluminescents, chenifluminescents, bioluminescents, 
fluorescents, phosphorescents. 

Us polynucleotides selon Invention peuvent ainsi etre 
utilises comme amorce et/ou sonde dans des precedes mettant en 
oeuvrc notammcnt la technique PCR (reaction en chalne a la 
10 polymeraseKErlich, 1989 ; Innis et ai, 1990, et Rolfs et al, 1991). 
Cette technique necessite le choix de paires d'amorces 
oligonucleotidiques encadrant le fragment qui doit etre amplifie. On 
peut, par cxemple, se referer a la technique decritc dans le brevet 
americain U.S. N° 4 683 202. Les fragments amplifies peuvent etre 
15 identifies, par exemple apres une electrophorcse en gel d'agarose 
ou de polyacrylamide, ou apres une technique chromatographiquc 
comme la filtration sur gel ou la chromatographic echangeuse 
dlons. La specificite de I'ampliiication peut etre controlce par 
hybridation moleculaire en utilisant comme sonde les sequences 
20 nucleotidiques dc polynucleotides de Invention, des plasmides 
contenant ces sequences ou leurs produits d'amplification. Les 
fragments nucleotidiques amplifies peuvent etre utilises comme 
reactifs dans des reactions dliybridation aim de mettre en evidence 
la presence, dans un echantillon biologiquc, d'un acide nucieique 
25 cible de sequence complementaire a celle desdits fragments 
nucleotidiques amplifies. 

Llnvention vise egalemcnt les fragments nucleotidiques 
susceptibles d'etre obtcnus par amplification a l'aide d'amorces 
selon I'invendon. 
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D'autres techniques ^amplification de 1'acide nucleique 
able peuvent etre avantageusement employees comme alternative a 
la PCR (PCR-Ute, a I'aide de couple d'amorces de sequences 
nucleotides selon Invention. Par PCR-like on entendra designer 
5 toutes les methodes mettant en oeuvre des reproductions directes 
ou indn-cctes des sequences d'acides nucleiques, ou bien dans 
lesquelles les systemes de marquage ont ete amplifies ces 
techniques sont bien entendu connues, en general il S 'agit de 
l'amplification de l'ADN par une polymerase ; lorsque 1'echantiUon 
10 d'ongine est un ARN il convient prealablement d'eftectuer une 
transcription inverse. 11 existc actuellement de tres nombreux 
precedes permettant cette amplification, comme par exemple la 
technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou technique 
d'amplification a dcplacement de brin (Walker et al, 1992) la 
technique TAS (Transcription-based Amplification System) decrite 
par Kwoh et al. en 1989, la technique 3SR (Self-Sustained 
Sequence Repucation) decrite par Guatelli et al en 1990 la 
technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification) 
decnte par Kievitis et al. en 1991, la technique TMa (Transcription 
Mediated Amplification), la technique LCR (Ligase Chain Reaction) 
decnte par Landegren et al. en 1988 et perfectionnee par Barany et 
at en 1991, qui emploie une ligase thermostable, la technique de 
RCR (Repair Chain Reaction) decrite par Segev en 1992 la 
technique CPR (Cycling Probe Reaction) decrite par Duck et al en 
1990, la technique d 'amplification a la Q-beta-replicase decrite par 
Miele et al. en 1983 et perfectionnee notamment par Chu et al en 
1986 et Lizardi et al en 1988, puis par Burg et al ainsi que par 
Stone etal en 1996. 

Dans lc cas ou lc polynucleotide cible a detecter est un ARN 
30 par exemple un ARNm, on utiliscra avantageusement,' 
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prealablement a la raise en oeuvre d'une reaction d 'amplification a 
l'aide des amorces selon 1'invention ou a la mise cn oeuvre d'un 
precede de detection a l'aide des sondes de Invention, une enzyme 
de type transcriptase inverse afin d'obtenir un ADNc a.partir de 
1'ARN contenu dans I'echantillon biologique. L'ADNc obtenu servira 
alors de ciblc pour les amorces ou les sondes raises en oeuvre dans 
le precede d'amplification ou de detection selon 1'invention. 

Us sondes nucleotidiques selon Invention hybrident 
spexifiquement avec une molecule d'ADN ' ou d'ARN de 
polynucleotide selon nnverttion, plus particulierement avec la 
sequence SEQ ID N" 1 codant pour le polypeptide ICBP90, dans des 
conditions dTiybridation de forte stringence telles que donnees sous 
forme d'exemple preccdemment. 

La technique dliybridation pcut etre realisee de manieres 
diverses (Matthews et aL, 1988). La methode la plus generale 
consiste a immobiliser l'acide nucleique extrait des cellules de 
diffcrents tissus ou de cellules en culture sur un support (tel que la 
nitrocellulose, le nylon, le polystyrene) et a incuber, dans des 
conditions bien deflnies, l'acide nucleique cible immobilise avec la 
20 sonde. Aprcs hybridation, I'cxces de sonde est elimind et les 
molecules hybrides formees sont dctectees par la methode 
appropriee (mesure de la radioactivite, de la fluorescence ou de 
l'activite emymatique liee a la sonde). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre des sondes 
nucleiques selon 1'invention, ces demieres peuvent etrc utilisees 
commc sonde de capture. Dans ce cas, une sonde, dite « sonde de 
capture », est immobilize sur un support et sert a capturer par 
hybridation specifique l'acide nucleique cible obtenu a partir de 
I'echantillon biologique a tester et l'acide nucleique cible est ensuite 
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detecte grace a une seconde sonde, ditc « sonde de detection 
marquee par un element facilement detectable. 

Dans un mode prefere de realisation, ^invention comprend 
l*utilisation d'un oligonucleotide sens ou antisens pour.centrdler 
l'expression du produit proteique correspondant, Parmi les 
fragments decides nucleiques interessants, il faut citer en 
particulier les oligonucleotides anti-sens, e'est-a-dire dont la 
structure assure, par hybridation avec la sequence cible, une 
inhibition dc Tcxpression du produit correspondant. II faut 
egalement citer les oligonucleotides sens qui, par interaction avec 
des proteines impliquees dans la regulation de I'expression du 
produit correspondant, induiront soit unc inhibition, soit une 
activation de cette expression. Les oligonucleotides selon Hnvention 
presentent une taille minimale de 9 bases, dc preference de 18 
bases, et de manifcre plus preferee 36 bases. 

L'invcntion concerne un vectcur recombinant de clonage 
d*un polynucleotide selon 1'lnvention et/ou d'exprcssion d'un 
polypeptide selon Tinvention caracterise en ce qu'il contient un 
polynucleotide selon ^invention tel que precedernment decrit Le 
vecteur selon l'invention est caracterise en cc qu'U comporte les 
elements permettant I'expression evcntuellement la secretion 
desdites sequences dans une cellule hote. Ces vecteurs sont utiles 
pour transformer des cellules hotes afin dc doner ou d'exprimer les 
sequences nucieotidiques de llnvention. Des vecteurs particuliers 
sont par exemplc des vecteurs d'origine virale ou plasmidique. 
Parmi ces vecteurs, on prefere ceux de la scrie pGEX (Pharmacia)- 
pour I'expression dans les bacteries ou pSGS (Stratagcnc, La Jolia, 
CA USA) pour lexpression en systeme eucaiyote. 

Selon un mode particulier de realisation, le vecteur selon 
rinvention comporte des elements de controle de I'expression des 



zuui um 15:57 FAX 01 44 29 3S 09 CABINET REGIHBEAU ®023/04S 



WO 00/78949 

PCT/FROO/01747 

20 

polypeptides ; ces elements de contrdle sent choisis de preference 
parmi (i) i a sdquence promotrice du gene ICBP90 selon 
l'invention qui correspond a la sequence SEQ ID N'12 ; (ii) un 
polynucleotide dont la sequence est complemcntaire a ^sequence 
5 SEQ ID N* 12 ; (iii) un polynucleotide dont la sequence comoorte au 
moins 80% d'identite avec un polynucleotide defini en (i) ou (ii) ; (j v ) 
un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec la sequence de polynucleotide definie en (i), (ii), (iii). 
Les outfls informatiques a la disposition dc Hiomme du metier lui 
10 perraettent aisement d'identifier les boites regulatrices promotrices 
necessaircs et suffisantes au controie de 1'expression genique, 
notamment les boites TATA, CCAAT, GC, ainsi que les sequences 
regulatrices stimulatrices (« enhancer ») ou inhibitrices (* silencers ») 
qui contrfilent en CIS l'expresslon des genes selon l'invention. 
15 n est egalement dans I'ctcndue dc l'invention d'utiliser les 

elements ci-dessus defmis et choisis parmi la sequence SEQ ID 
N«12 pour controler 1'expression de polypeptides heterologucs 
autres que ceux de 1'invention et notamment pour dinger 
1'expression de polypeptides heterologues dans les types cellulaircs 
20 dans lesquels les polypeptides selon Invention s'expriment 
normalement. 

L'invention comprend en outre les cellules hates, 
notamment les cellules eucaryotes et procaryotes, caracterisees en 
ce qu'elles sont transformces par les vecteurs selon l'invention. De 

25 preference, les cellules notes sont transformces dans des conditions 
permettant 1'expression dun polypeptide recombinant selon 
l'invention. LHote celiulaire peut etrc choisi parmi les cellules 
bacteriennes (Olins et Lee, 1993), mais egalement les cellules de 
levure (Buckholz, 1993), dc meme que les cellules animates, en 

30 particulier l es cultures de cellules de mammiferes (Edwards et 
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Aruffo, 1993), mais egalement les cellules dinsectes dans Iesquelles 
on peut utiliscr des precedes mettant en oeuvre des baculovirus 
par exemple (Luckow, 1993). Ces cellules peuvent etre obtenues par 
l'introduction dans des cellules notes d'une sequence nucleotidique 
5 inserce dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en 
culture desdites cellules dans des conditions permettant la 
replication et/ou I'expression de la sequence nucleotidique 
transfcclee. 

L'invention conceme egalement une methode de preparation 
10 d'un polypeptide caracterise en ce qu'il met cn ceuvrc un vecteur 
selon l'invention. Plus particulierement, Invention porte sur une 
methode de preparation d'un polypeptide recombinant caracterise 
en ce que i'on cultive des cellules transformees selon l'invention 
dans des conditions permettant ^expression dudit polypeptide 
1 5 recombinant et que l'on recupere ledit polypeptide recombinant. 

Le polypeptide selon l'invention est susceptible d'etre obtenu 
selon un precede de l'invention et selon les techniques de 
production de polypeptides recombinants connues de ttiomme du 
metier. La prtsente invention conceme done le polypeptide 

20 recombinant susceptible d'etre obtenu par la methode ci-dessus 
presentee. Dans ce cas, la sequence d'acide nuclcique utilisee est 
placee sous le controle de signaux permettant son expression dans 
un hdte cellulaire. Un systeme efficace de production d'un 
polypeptide recombinant necessite de disposer d'un vecteur, par 

25 exemple d'originc plasmidique ou virale, et d'une cellule hdte 
compatible. Le vecteur doit comporter un promotcur, des signaux 
dTnitiation et de terminaison de la traduction, ainsi que des regions 
appropriees de regulation de la transcription. II doit pouvoir etre 
maintenu de facon stable dans la cellule et peut eventuellement 

30 posseder des signaux particuliers specifiant la secretion du 
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polypeptide traduit. Ces diflerents signaux d c contrdle sont choisis 
en fonction de l"hotc cellulaire utilise. A cet effet, les sequences 
d'acide nucleique se ion I'invention peuvent etre inserees dans des 
vecieurs a replication autonome au sein de luete choisi,.-ou des 
5 vccteurs integrals de ITiote choisi. De tels vecteurs seront 
prepares selon les mcthodes couramment utilisees par 1-homme du 
metier, et les clones en resultant peuvent etre introduits dans un 
note approprie par des methodes standards tclles par exemple la 
transfection par precipitation au phosphate de calcium, la 
10 lipofection, l'electroporation, le choc thermique. 

Les polypeptides recombinants obtenus comme indiquc d- 
dessus, pcuvent aussi bien se presenter sous forme glycosylee que 
non glycosylee et pcuvent presenter ou non la structure tertiaire 
naturelle. 

1 5 Les polypeptides obtenus par synthese chimique et pouvant 

comporter des acides amines non naturels correspondant auxdits 
polypeptides recombinants, sont egalement compris dans 
llnvention. Les peptides selon I'invention peuvent egalement etre 
prepares par les techniques classiques, dans le domains de la 
20 synthese des peptides. Cette synthese peut etre realisee en solution 
homogfcne ou en phase solide. 

Us precedes de purification de polypeptide recombinant 
utilises sont connus de ITiomme du metier. Le polypeptide 
recombinant peut etre purine a partir de lysats et extraits 
25 cellulaires, du sumageant du milieu de culture, par des methodes 
utilisees individuellement ou en combinaison, tclles que le 
fractionnement, les mcthodes de chromatographic les techniques 
dSmmuno-affinite a I'aide d'anticorps mono ou polyclonaux 
specifiques, etc. 
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Unc variante preferee consiste a produire un polypeptide 
recombinant fusionnc a une proteine . porteuse » (proteine 
chimere). L'avantage de ce systenie est qu'il pcr mct une 
stabilisation et une diminution de la proteolyse dy produit 
5 recombinant, une augmentation de la solubilite au cours de la 
rcnaturatxon in vitro et/ou une simplification de la purification 
lorsque le partenaire de fusion possede une affinite pour un ligand 
specifique. 

L'invention concerne egalement un anticorps monoclonal ou 
10 polyclonal et ses fragments, caracterises en ce qu'ils lient 
specifiquement un polypeptide selon l'invention. Les anticorps 
chimeriques, les anticorps humanises et les anticorps simple 
chalne font egalement partie de l'invention. Us fragments 
d'anticorps selon Invention sont de preference des fragments Fab 
15 ou F(ab)2. 

Les polypeptides selon l'invention pcrmcttent de preparer 
des anticorps monoclonaux ou polyclonal. Us anticorps 
monoclonaux pourront avantageusemcnt etre prepares ± partir 
dliybridomes scion la technique decrite par Kohler et Milstein en 

20 1975. Us inventeurs ont employe cette technique pour obtenir un 
hybridome produisant un nouvel anticorps monoclonal hautcment 
specifique d'un epitope de la proteine ICBP90. 

Us anticorps polyclonaux pourront etre prepares, par exemple 
par immunisation d'un animal, en particuUer une souris, avec un 

25 polypeptide selon l'invention associe a un. adjuvant de la reponse 
immunitaire, puis purification des anticorps specifiques conlenus 
dans le serum des animaux immunises sur une eolonne d'afllnite 
sur laquelle a prealablement ete fixe le polypeptide ayant servi 
d'antigene. Les anticorps polyclonaux selon l'invention peuvent 

30 aussi etre prepares par purification sur une eolonne d'amnitc, sur 
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laquellc a prdalablement eu immobilise un polypeptide selon 
invention. 

Invention porte egalement sur un anticorps monoclonal 
specifique de la proteine ICBP90 humaine et capable. d«nhiber 
5 Interaction entre ICBP90 et la sequence d'ADN sur laquelle se Ii c 
speeifiquement la proteine ICBP90. Selon un autre mode do 
realisation, l'anticorps monoclonal selon invention et spedfique de 
la proteine ICBP90 humaine est capable cHnhiber llntcraction entre 
ICBP90 et les proteines avec lesquelles ICBP9<7 interact, Indites 
10 proteines etant de preference ICBP90 elle-mcme ou des proteines 
du complexe transcriptionnel. Par proteines du complcxe 
transcriptionncl, on entend designer toutes les proteines 
intervenant dans la reaction de la transcription que sc soit 
I'initiation, 1'elongation ou la tcrminaison dc la transcription. 
15 Les anticorps de l'invention pourront egalement eire 

marques de la meme manicre que decrit precedemment pour les 
sondes nudeiques de l'invention et de maniere preferee avec un 
marquage de type enzymatique, fluorescent ou radioactif. 

Par aillcurs, outre leur utilisation pour la purification des 
!0 polypeptides, les anticorps dc l'invention, en particulicr les 
anticorps monodonaux, peuvent egaJement etre utilises pour la 
detection dc ces polypeptides dans un echantillon biologique. 

lis constituent ainsi un moyen d'analyse de l'expression de 
polypeptide selon Invention, par exemple par immunofluorescence, 
5 marquage a Tor, immunoconjugues enzymatiques. 

Plus generalement, les anticorps dc l'invention peuvent etre 
avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou 
l'expression d\m polypeptide scion l'invention doit etre observee, et 
plus particulierement en immunocytochimie, en 
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mununohistochinrie ou dans des experiences de .western 
blottmg»: 

Ainsi, Invention concerne une methode de detection et/ou 
de dosage d«un polypeptide scion invention, dans un echantillon 
5 bxologique, caracterise en ce qu'fl comprend les etapes suivantes de 
mfse en contact de 1'cchantillon biologique avec des anticorps selon 
Invention puis demise en evidence du complexe antigene- 
anUcorps forme. Cette methode peut etre utilisee en 
immnnocytochimie pour la localisation cellulaire du polypeptide 
10 selon Invention et en immunohistochimie pour evaluer la 
proliferation cellulaire. 

Entre egalement dans le cadre de Invention, un necessaire 
pour la detection et/ou le dosage d>un polypeptide selon Invention 
dans un echantfllon biologique, caracterise en ce qu'il comprend les 
elements suivants : (i) un anticorps monoclonal ou polyclonal tel 
que decrit precedemment ; (ii) le cas echeant, les reactifs pour la 
constitution du milieu propice a la reaction immunologique ; (in, les 
reactifs permeltant la detection des complexes antigfee-anticorps 
produits par l a reaction immunologique. Ce kit est notamment utile 
a la realisation d'experiences de Western Blotting; celles-ci 
permettent d'etudier la regulation dc 1'expression du polypeptide 
selon Invention a partir de tissus ou de cellules. Ce kit est 
egalement utile aux experiences d'immunoprecipitation pour mettre 
en evidence notamment les proteines interagissant avec le 
25 polypeptide selon l'invention. 

Toute procedure classique peut etre mise en oeuvre pour 
realiser une teUc detection et/ou dosage. A titre d'exemple, une 
methode preferee met en jeu des processus immunoen^natiques 
selon la technique ELISA, par immunofluorescence, ou radio- 
30 immunologique (RIA) ou equivalent. 
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invention comprend egalement une methode de detection 
et/ou de dosage d'acide nucleique selon llnvention. dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce qu* compone les Stapes 
suivantes : (i) d^solemcnt de l'ADN a partir de I'echantillon 
biologique a analyser, ou obtention dim ADNc a partlr de l'ARN de 
i'echantiilon biologique ; (ii) d 'amplification specifique de l'ADN 
codant pour le polypeptide selon 1'invcntion a l'aide d'amorces ; (iii) 
d 'analyse des produits d'amplification. 

Invention comprend en outre un necessaire pour la 
detection et/ou le dosage dMn acide nucleique selon 1'invention 
dans un echantillon biologique, caracterise en cc qu'il comprcnd les 
elements suivants : (i) un couple d'amorces nucleiques selon 
Invention, (ii) les reactifs necessaires pour effectucr unc reaction 
d'amplification d'ADN, et eventueUement (iii, un composant 
permettant de verifier la sequence du fragment amplifie, plus 
particulierement une sonde selon ^invention. 

Llnvcntion comprend aussi une methode de detection et/ou 
de dosage d'acide nucleique selon Invention, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes ■ (i) 
de mise en contact d'une sonde selon Invention avec un 
echantillon biologique ; (ii) de detection et/ou dc dosage de rhybride 
forme entre ladite sonde et l'ADN de I'echantiilon biologique. 

L'invention comprend egalement un necessaire pour la 
detection et/ou le dosage d'acide nucleique selon Invention, dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend les 
elements suivants : (i) unc sonde selon l'invention, (ii) les reactifs 
necessaires a la mise en oeuvre d'une reaction dnybridation, ct le 
cas echeant, (iii) un couple d'amorces selon l'invention, ainsi que 
les reactifs necessaires a une reaction d'amplification de l'ADN. 
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Llnvention concerne particuliercmcnt Ies precedes scion 
l'invention et decrits ci-dessus, pour la detection et le diagnostic dc 
proliferation cellulaire, ct plus particuliercmcnt de proliferation 
cellulaire d'origine cancereuse. 
5 I/invention concerne egalement unc methode de criblagc de 

ligands susceptibles d'affectcr 1'activite transcriptionnelle d'un gene 
dont le promoteur comporte des boites CCAAT et/ou CCAAT 
inversees susceptibles de Her un polypeptide selon l'invention, 
ladite methode etant caracterisee en ce qu'elle comporte les etapes 

1 0 suivantcs dc mise en contact dudit polypeptide et d'un ou plusieurs 
ligand(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a la mise 
en oeuvre d'une reaction de transcription ou de detection et/ou de 
mesure de 1'activite transcriptionneUe. C'est egalement un des 
objets de invention de fournir un kit ou un necessaire pour le 

15 criblage de ligands susceptibles d'affecter 1'activite 
transcriptionnelle d'un gene dont le promoteur comporte des boites 
CCAAT et/ou CCAAT inversees susceptibles de lier un polypeptide 
selon l'invention caracterise en ce qu'il comprend les elements 
suivants : (i) un polypeptide scion Invention ; (ii) un ligand ; (iii) les 

20 reactifs necessaires a la mise en ceuvre d'une reaction de 
transcription. 

Le polypeptide ICBP90 selon ^invention presente unc fonction 
dc rccepteur nucieaire. Par recepteur nucleaire, on entend designer 
un polypeptide qui possede les proprictcs essentieUes des 

25 recepteurs nucieaires dtiormones. Cette superfamille de gene 
contient entre autres les recepteurs nucieaires a 1'actde retinolquc 
(RAR, RXR....), les recepteurs nucieaires aux hormones steroldes 
(glucocorticoides, mineralocorticoides, progesterone, androgens 
oestrogene), et les recepteurs nucieaires aux hormones 

30 thyroidiennes (hormone T3). C'est done egalement un des objets de 
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la presente Invention de fournir un precede de criblage de ligand 
susceptible d'afiecter la fonction . reccpteur nucleate* du 
polypeptide selon 1'invention. Un tel precede comporte lea ctaptes 
de : 

a) mise en contact du polypeptide de 1'invention et d'un ou 
plusieurs ligands potentiels en presence de reactifs 
necessaires ; 

b) detection et/ou mesure de l'activitc transcripttonnelle 
d*un gene dont le promoteur comporte des sequences 
nucldotidiques sur Iesquellcs sont susceptibles de se lier 
le polypeptide de llnvention. De preference, lesdites 
sequences nucleotidiques sont des boites CCAAT et/ou 
CCAAT invcrsees (ICB). 

Les techniques de detection et/ou de mesure de l'activite 
75 transcriptionnelle sont connues de lhomme du metier. II convient 
notamment de citer les technologies de Northern Blotting et de RT- 
PCR qui peuvent etre mises en oeuvre avec les polynucleotides de 
1'invention utilises respectivement comme sonde ou comme amorce. 
Par hgand, on cntend definir tous les composes susceptibles 
20 d'interagir avec le polypeptide selon Invention pour former un 
complexe susceptible d'affecter l'activitc transcriptionnelle, e'est-a- 
dire d'augmcnter, de diminuer, de moduler ou d'annuler la 
transcription d'un gene sous le controle d'un promoteur contenant 
une sequence d'ADN a laquelle se lie le polypeptide de 1'invention. 
25 Un tel ligand est done susceptible d'avoir une activite 

agonistc ou antagonists Parmi les ligands selon 1'invention, il 
convient de citer les molecules biologiqucs interagissant avec le 
polypeptide selon 1'invention, ainsi que tous les composes 
chimiques de synthase. Parmi les ligands, il convient egalement de 
30 citer l'anticorps selon 1'invention, ainsi qu^un oligonucleotide 
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presentant une identity de sequence avec la sequence nucleotidique 
CCAAT et/ou CCAAT inversee ; un tel ligand est susceptible de 
constituer un Inhibiteur du polypeptide selon l'invention. 

L'invention porte egalement sur le ligand susceptible d'etre 
5 obtenu par les precedes de criblage precedents. 

On cntend definir egalement par ligand tout compose 
susceptible de se lier a la sequence d'ADN de liaison du polypeptide 
selon l'invention. Un tel ligand constituc un inhibiteur competing 
du polypeptide selon l'invention pour la liaison a la sequence 
1 0 d'ADN. 

De preference, l'echantillon biologique selon l'invention dans 
lcquel est realise la detection et le dosage est constitue par un 
fluide corporel, par exemple un serum huraain ou animal, du sang, 
de la salive, du mucus pulmonairc, ou par des biopsies. Entrc 

15 egalement dans la definition d'un echantillon biologique de 
Invention le liquide biologique resultant d'un lavage broncho- 
alvcolaire obtenu egalement lors des analyses diagnostiques des 
cancers des voies acriennes profondes. 

Selon un autre aspect, l'invention concerne un compose 

20 caracterise en ce qu'il est choisi parmi un anticorps, un 
polypeptide, un ligand, un polynucleotide, un oligonucleotide ou un 
vecteur selon Invention a titre de medicament et notamment en 
tant que principes actifs de medicament; ces composes seront 
prcferentiellement sous forme soluble, associes a un vehicule 

25 pharmaceutiquement acceptable. Par vehicule 

pharmaceutiqucment acceptable, on entend designer tout type de 
vehicule employe habituellemcnt dans la preparation de 
compositions injectables, e'est-i-dire un diluant, un agent de 
suspension tel une solution saline isotonique ou tamponnSe. De 

30 preference, ces composes seront administres par voie systemiquc, 
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en particulicr par voie intraveineuse, par voie mtramusculaire 
intradermique ou par voic orale. Leurs modes d'administration' 
posologies et formes galeniques optimaux peuvent etre determines 
selon les criteres generalement pris en compte dans 1'etabjuttement 
5 dMn traitement adaptc a un patient comme par exemple 1'age ou le 
poids corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance 
au traitement et les effets secondalres constates, etc. 

Selon un autre aspect, Invention concerne un compose 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi un polypeptide, un 
10 polynucleotide, un polynucleotide antisens, un anticorps, 

vectcur, une ceUulc, un ligand selon invention a titre de 
medicament et notammcnt en taut que principes actifs de 
medicament ; ces composes seront preferentiellemcnt sous forme 
soluble, associes a un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
Par vehicule pharmaceutiquement acceptable, on entend designer 
tout type de vehicule employe habituellement dans la preparation 
de compositions injectables, e'est-a-dire un diluant, un agent de 
suspension tel une solution saline isotonique ou tamponnee. De 
preference, ces composes seront administres par voie systernique 
20 en particulier par voie intraveineusc, par voie intramuscular 
intradermique ou par voie orale. Leurs modes d'administradon,' 
posologies et formes galeniques optimaux peuvent etre determines 
selon les criteres generalement pris en compte dans 1'etabUssement 
d*un traitement adapte a un patient comme par exemple l'age ou le 
25 poids corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance 
au traitement et les effets secondares constates, etc. Quand I'agcnt 
est un polypeptide, un antagonists un ligand, un polynucleotide, 
par exemple une composition anti-sens, un vecteur, on peut 
llntroduire dans des tissus ou des cellules notes par un certain 
30 nombre de facons, incluant l'infection virale, la micro-injection ou 
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la fusion de vesicules. On peut egalement utiliser Injection par jet 
pour une administration mtramusculaire commc decrii par mrth 
« ol. (1992). On peut deposer le polynucleotide sur des 
nucroparticules d'or, et le delivrer par voie intradermique 1'aide 
d'un dispositif de bombardemcnt de particules, ou un . pistolet a 
gene . comme decrit dans la literature (voir par cxemple Tang et al 
(1992) ou les microprojectiles d'or sent revetues avec le 
polynucleotide de 1'invention. de preference le polynucleotide 
anusens de 1'invention, puis bombardee dans les cellules de peau. 

Le compose selon l'invention est utilise pour la preparation 
d'un medicament destine a modulcr. a augmcnter ou a diminuer la 
proliferation cellulairc 

LWnuon porte egalement sur une composition 
pharmaceutique pour le traitement preventif et curatif du cancer 
caracterisee en ce qu'elle contient une quantity therapeutiquement 
efficace d'un compose selon l'invention et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Selon un mode prefere de 
realisation, la composition pharmaceutique. est caracterisee en ce 
qu'elle contient un anticorps scion l'invention en tant qu'agent de 
20 ciblage conjugue a au moins un agent selections parmi lc groupe 
des agents antiproliferatifs, antineoplastiques ou cytotoxiques. Ces 
agents sont des radioisotopes ou des entites non isotopiques. La 
conjugaison de l'anticorps de la presente invention a un agent 
antiproliferatif, antineoplastiquc ou cytotoxiquc peut etre utilise 
25 pour arreter le developpement des cancers et pour induire une 
regression et/ou une elimination de la masse tumorale. De 
preference, l'anticorps ou le fragment d'anticorps ainsi coniugue est 
introduit dans le patient atteint de cancer et delivre aux sites 
tumoraux par voie orale ou parenterale dans un liquide 
transporteur pharmaceuuquemcnt acceptable tel qu'une solution 
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de sel physiologique. Altemativement, une solution ou une 
suspension d'anticorps ou de fragment d'anticorps conjugue a un 
agent peut etre perfusee directement dans le tissu epithelial malin, 
cette melhode etant utilisee de preference dans le cas ouje cancer 
B n'est pas metastase. 

Us radioisotopes preferes conjugues aux anticorps 
monoclonaux employes pour la therapie sont des radioisotopes 
emetteurs de rayons gamma et de preference node 13 ', lYttriura*>,. 
l'Or'* le Palladium"* le Cuivre 67 , le Bismuth*" et l'Antimoine^.' 
Les radioisotopes emetteurs de rayons beta et alpha peuvent 
cgalement etre utilises pour la therapie. Les entites non isotopiques 
conjuguees aux anticorps monoclonaux employes pour la therapie 
sont multiples et varies; on peut citer: (i) les antimetabolites tclles 
les agents anti-folate, le methotrexate, (ii) les analogues des purines 
15 et des pyrimidincs (mercaptopurine, fluorourarile, 5~azacytidine), 
(iii) les antibiotiques, (iv) les lectines (ricine, abrinej et (iv) les 
toxines bactcriennes (toxine dlphterique). 

L'anticorps selon I'invention peut 6galement etre utilise en 
tant qu'agcnt de ciblage pour cibler des cellules cytotoxiques telles 
20 les cellules T humaines, les monocytes ou les cellules NK sur le lieu 
de la tumcur metastasee ou non. Les cellules cytotoxiques peuvent 
etre attachees a I'anticorps via le recepteur Fc situe a la surface de 
ces cellules ou via un anticorps intermediaire presentant une 
double speculate par exemple; de tels anticorps bispecifiques pour 
25 le ciblage des cellules canccreuscs peuvent etre produits en 
fusionnant une cellule iromunitaire produisant I'anticorps de la 
presente invention ou rhydridome de la presente invention avec 
une cellule produisant un anticorps dirige centre la cellule 
cytotoxique a cibler. Des anticorps bispecifiques peuvent egalcment 
30 etre produits par couplage chimique de deux anticorps ayant la 
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specificite desiree. L'anticorps selon l'invention permet egalcment 
de ciblcr des vehicules de delivrance d'agcnts aiuiproliferatifs, 
antineoplastiques ou cytotoxiques sur le lieu de la tumcur 
metastasee ou non. Par vehiculcs de delivrance on entend designer 
5 les liposomes et les particules virales. Dans certains cas, on pourra 
prtvoir des elements de ciblage assurant une expression specifique 
de certains tissus ou cellules de facon a pouvoir limitcr les zones 
d'expression des polypeptides selon Invention. 

L'invention conceme egalement un produit comprcnant au 
10 moins un compose selon l'invention et au moins un agent 
anticancercux comme produit de combinaison pour une utilisation 
simultanee, separee ou etalee dans ie temps en therapie anti- 
cancereuse. 

Enfin. l'invention concernc une composition pour la 
1 5 detection, la localisation et I'imageric des cancers, comprenant un 
anticorps selon Invention, tel que l'anticorps est marque 
directement ou indirectement avec un marqueur gtoerateur de 
signal selectionne paxmi les Isotopes radioactifs et les entites non 
isotopiques tels que definis precedemment. L'invention a egalement 
20 pour objet une methode de detection, de localisation et d'imagerie 
du cancer, comprcnant (i) les etapes d'injection parenterale chez un 
etrc humain d'une composition selon l'invention; (ii) l'accumulation 
apres un temps suffisant au niveau des cellules cancereuses de 
1' anticorps marque puis penetration de l'anticorps marque a 
25 l'intcrieur desditcs cellules, sans que Iedit anticorps ne se lie de 
mani&rc substantielle aux cellules normales; et (iii) la detection du 
signal au moyen d'un d6tecteur de signal; et (iv) la conversion du 
signal detecte en une image des cellules cancereuses. 
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D'autres caracteristiques et avantages de Invention 
apparaisscnt dans la suite de la description avee les exemples 
representcs ci-apres. Dans ces exemples on se referera aux figures 
suivantes. 

5 

Figure 1 : Expression de la proteine ICBP90 dans les cellules 
HeLa (cellules tumorales) et dans les fibroblasts pulmonaires 
Humains en culture primalxe (cellules non tumorales). 

La detection de la proteine endogene ICBP90 a ete realiscc 
1 0 sur des extraits totaux de proteines de. cellules HeLa 4 confluence 
(piste 1) ou en proliferation (piste 2) et sur des extraits totaux dc 
proteines de fibroblastes pulmonaires humains en culture primaire 
a confluence (piste 3) ou en proliferation (piste 4). Apres migration 
sur gel de polyacrylamide 8% en presence dc SDS, les proteines 
15 sont transferees sur membrane de nitrocellulose par 
electrotransfert. La revelation est realiscc a l'aide de l'anticorps 
1RC1C-10 dilue au 1/4000 (concentration initiale 2 mg/ml) et d'un 
anticorps secondaire coupld 4 la phosphatase aicaJine et dirige 
contre les chaines lourdes d'anticorps de souris. Dans les pistes 
correspondant aux extraits de cellules HeLa, on observe une bande 
majeure a 97 kDa ; pour les cellules HeLa cn proliferation, des 
bandes supplemental de failles inferieures a 97 kDa 
apparaissent (piste 2). Dans les fibroblastes pulmonaires humains 
a confluence, la proteine endogene n'est pas exprimee (piste 3) et 
apparait lorsque les cellules se mettent a proliferer (piste 4). Ces 
observations suggerent que la proteine endogene ICBP90 est un 
marqueur de proliferation cellulaire pour des cellules normales 
(fibroblastes) tandis que pour les cellules tumorales ellc serait un 
marqueur quelque soit le stade cellulaire. 
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Figure 2 : Immunopxecipitation de la proteine endogene 

L'immunoprecipitation est rcalisee sur des extraits proteiques 
totaux dc cellules MOLT-4. L'anticorps 1RC1C-10 est fixe sur d es 
bllles de proteine G sepharose, puis mis en contact avec leratraits 
proteiques pendant 2 heures a temperature ambiante. Apres lavage 
les complexes bllles/ IRClC-lO/proteine sont precipites par 
ccntrifugation ct analyses par migration sur gel de polyacrymalidc 
8% en presence de SDS, puis transfert sur membrane de 
nitrocellulose et revelation comme indique dans la figure 1. On 
observe une bande unique de 97 kDa, ainsi qu'une bande de 45 
kDa qui correspond a la chaine lourde de 1RC1C-10. 



Figure 3 : Localisation nuclcaire de la proteine endogene 

Nous avons utilise des cellules HeLa pour examiner 
15 Texpression endogene de la proteine ICBP90 in situ a 1'aide de 
l'anticorps 1RC1C-10 et d'un anticorps secondaire antisouris 
couple au fluorochrome CY3. Le marquage est localise 
cxcluslvement dans le noyau. Le nucleote et le cytoplasme ne sont 
pas marques. 



Figure 4 : Expression de 11CBP59 endogene dans les cellules en 
proliferation 

Nous avons observe la proteine endogene sur des coupes en 
paraffine d'appendice humain. Apres deparaftlnagc et pretraitement 

25 par chauf&ge en tampon acide (demasquage des sites 
antigeniques), les coupes sont incubees pendant 16 heures avec 
ranticorps 1RC1C-10 dilue au 1/10000 (concentration initiate de 2 
mg/ml). La revelation se fait par mise cn contact avec un anticorps 
secondaire biotinyle, puis incubation avec le complexe 

30 streptavidine-peroxydase. Une contrc coloration des noyaux a 
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l'hematoxyline de Harris est egalement rcalisee. Le marquage par 
lRClC-10 est localise essentiellement dans des zones de 
proliferation ceUuIaire. Us cellules marquees sc trouvent dans les 
cryptes glandulaires (CG) ainsi que dans les zones germmatives 
5 (ger). 

Figure 5 : Expression de ICBP-59 dans divers tissus humains 

Nous avons evalue le niveau d'expression de 1'ARNm 
correspondant a ICBP59 sur un dot blot d'ARN comportant 50 

10 tissus humains differents. Le blot a etc hybride pendant 16 heures 
a 68° C avec une sonde d'ADNc radioactive (»PJ de 679 pb dans 
une solution d'hybridation ExpressHyb (Clontcch). Apres lavages, 
on realise unc revelation par autoradiographie (exposition une 
semaine a 80°C). Les tissus prcsentant le plus haut niveau 

15 d'expression sont le thymus adulte et foetal, ainsi que la moelle 
osseuse adulte et le foie foetal 

Figure 6 : Sequence nucleotidique de ICBP90 

L'ADNc codant pour ICB* JO coroporte 2379 pb. Us portions 
20 de sequence indiquees en gras sont celles qui n'apparaissent pas 
dans les bases de donnees d'EST humains (human dbest). Us 
autres parties de la sequence existent dans diverses EST: 
de 1 a 325 : EST n° AI0S3773. 

de 367 a 865 : EST n° AA8 1 1055. 
25 de 940 a 1857 : EST n e AA48875S, EST n" AA129794 et 

EST n° AA3 54253. 

Figure 7 : Sequence proteique de ICBP90 

La sequence en acides amines de ICBP90 est deduite par 
30 traduction de la sequence nucleotidique de la figure 6. ICBP90 
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comportc 793 residus et presente un poids moleculaire theorique de 
89,758 kDa. Le pKi est de 7.7. Les acides amines indiqu6s en gras 
correspondent a IC8P-59. 

5 Figure 8 : Detection de 11CBP90 dans les sera de patients ayant 
des marqueurs seriques Sieves de tameurs solid es. 

Un volume de 2^1 dc serum dc chaque patient est dilue dans 
1 ml de tampon PBS (Phosphate Buffer Saline IX) contenant 0,1% 
de twecn 20 suivi dc dilutions croissantes realisees dans Ie mcme 
tampon comme indique dans la figure. Un echantiUon de 0,5 mlde 
chaque dilution est Oltrc sur la membrane de nitrocellulose a l'aide 
d«un appareil « Slot Blot BioRad La membrane est bloquee en 
presence dc tampon PBS (contenant 0,1% de tween 20 et 5% de 
lait) pendant 1 heure a temperature ambiante. La proteine ICBP90 
est revelfte a l'aide dc l'anticorps 1RC-1C10 (lng/ml) et de 
I'anticorps secondaire (anti-souris couple a la peroxydase dilue au 
1/5000). Les bandes sont revelees par chimiluminescence par 
exposition pendant 10 secondes d'un film X-MAT (Kodak). 

20 Figure 9 : Organisation structnrale du gene ICBP90. 

A . Des exons represents par des boltes : les boites grises 
representent des exons codants ; des boites blanches representent 
des exons non-codants. La taille des exons est indiquce en pb dans 
chaque boite, et les noms des exons sont identiques au-dessus des 
25 boites. Les introns sont mentionnes de maniere schematique par 
des lignes fines et leur taille approximative est indiquee en pb. Un 
site putatif de demarrage de la transcription et un signal consensus 
de polyadcnylation sont indlques. L'ATG est le codon dc debut de 
traduction et TGA le codon d'arrat de la traduction 

30 
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B. Sequence de la region 5' flanquante du gene ICBP90 (Seq 
ID N° 12) (Numero d'accession Genbank N* AF 220 226 deposee le 
30 decembre 1999). Les exons sont en majuscules et les introns en 
minuscules. Le codon de debut ATG est en majuscules gras, les 
boltes riches en GC (GC) et les boites CCAAT (CB) sont representees 
cn minuscules gras. 

Figure 10 : Analyse du promoters d'ICBP90 

Les sequences du promoteur d1CBP90 orit ete fusionnees a 
la sequence du gene « reporter * CAT dans le vecteur pBLCAT2 qui a 
ensuite ete transfecte dans les cellules COS- 1. 

Une representation schematique de ces constructions est 
representee sur la gauche, avec le nombre se referent aux 
nucleotides en amont du codon d'initiation. Les activites CAT 
relatives des extraits cellulaires correspondant a Induction de 
1'activite du promoteur TK minimal sont cxprimees en pourcentage 
(a partlr de trois experiences de transection independantes) et sont 
indiquccs sur la droite. 



20 



Figure 11 : Analyse par Northern Blotting et Western Blotting 
de P expression d'ICBP90. 

A. LTiybridation Northern a ete effectuee sur une membrane 
de Northern Blotting dont les depots d'ARN proviennent de lignees 
cellulaires cancereuses de difterents organes. Une sonde specifique 
25 d1CBP90, synthetisee par PCR, et marquee a la digoxigenine, a ete 
utilisee pour la detection des ARN„ dlCBP90. Les taillcs des ARN„ 
sont mcntionnecs sur la droite de la ligne 7. 

Les lignes 1 a 7 contiennent des ARN provenant 
respectivement de la lignee leucemique promyeiocytaire HL-60, de 
Hela 53, de cellules K562 de leucemie myelogene chronique' de 
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eeaules de leuc4mie IymphoplastI<Iue M0LT . 4 dB 

*mpho m e de Burkitt, de ceilules SW, 80 adenocarcinoma 
colorectal, « de dilutes AS49 de carcinome pulmonale 

Lluatogrammc montre les taux d'expression ARN 

zzr"? aux bandes de 5,1 kb ci <* « «> ™* « 

Percentage du.au* depression de PARK, de 5,1 K b des ceHu.es 
HL-60 (Iigne 1, ngure l ia). 

icb MO B - "T" ™ Wcste ™ BlMa »* recession d<> 

ICBP90 dans les cellule. MOLT-4 et Hela. 

Dcs lysats dc cellules totates dc ceUulcs (tela et MOLT-4 en 
prokferation o„, etc prepares. L'expression dKBP90 a etc anaiysee 
en Western Blotting en utilisanl l'ariticorps 1RC1C-10. 

' 5 ^ MPLE 1 1 MISB EN «vn»wae dt™* notjvelle proteot) 

DE I4AISOH A LA SEQUENCE ICB 

1.1. Construct!™ reportriee pear 1. ciblage de la ban,,,. 

U systcme du simple hybride est une technique puissante 
ou. poaet de detectcr in vluo chc la levure ■■interaction de 
pro.etnes avec des sequences d'ADN speciflques en criblan, des 
banques d'ADNc Ceci petme. dcvaluer direc.emem l'ADNc 
corresponds de la proteine 4 lier. Plusieurs etudes ont p Smi5 
d .denWer la nouvelle proteine dans cette mathode. Ccs metbodes 

ct1=ec nt 1^3, bien kS PTOtOCOteS UaiS4S ^ " l " 4 = Wan * 
Brittrement, !es oligonucleotides suivams ont ete synthases 
5- AATr CQATTGGTrCr OATTGGTTCTGATTGGTTCTT.3' et s . 
CTAGAAGAACCAATCAOAACCAATCAOAACCAATCG-3' C es 
30 nucleotides son, ensuites hybrides. Scion les instructions du 
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fabricant (Clontech, Palo Alto, CA) la c„n^,^ 
nossiM* w , construction rcportrice cible 

possede trois copies cn tandem dc , a sequence ICB2 (ICB2X3, 
Comme xnentxonne plus haut, une copie de ICB2 est soulignec et 

qtfotatt de toon d es proteines a la boxte i CB ieS 
^ tidCS SUiV3ntS ««~ **• ^Pies en tanL 2 

T^Z 1 iQC T ] et p * sents d - s * ~~ 

«c aynthstises et hybridis: 

5'- AATTCOGGGCQGGGCCQGQGCQQGGCCGGGOCGGGGCT-3' 
0 5-- CTAGAGCCCCOCCCCGGCCCCGCCCCGQCCCCGCCCCGG 3' 

^ s y**,* d'ADN c<b!e resultant ,„„t clon4s dans , e 

— P"' 8 " Par ^icn 

do promoteur mutanal du gene Ms3. La souche de levure YM427 1 
• ~, est uuUaee pour la u^m^n „ des co]o 2 2 
ayant lntSgrfes „ pIasmMe d ^ genome 

dtl n ' m miBCU , »" U **» D ™»°>» - tenant pas 
d t^e. Deu* ^ on , „ isol6s ; un pour jcb2 ^ ^ 
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1.2. Criblage de la basque 

site ^JT" d ' ADNC ^ ' a Usn4e « nuhte cjonee au 

fetacam Des elonea p6siti/s sSlectIonn4s puiJ 

nuUeu ^ectif depute en hieUdine e. en .eucine. L'ADN p,asnudi q ue 

de « s done* eat recupere e« introdutt par electroporation dans de* 

reaUae aur une matrice d'ADN plaamidique purine a partr d une 
culture d'1,5 ml utilisant n« u» ^ • , 

uunsant un kit de mini preparation (Bio-Rad, 
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Hercules, CA, USA). Une banque d'ADNc de thymus humain clone 
dans XgtlO (Clontech) a etc criblec par hybridation sur une plaque 
pour recuperer un ADNc codant la partie N-terminale de la 
proteine. 

5 

1.3. Decouverte de ICBP-59 

Les ADNc de quatre clones ayant rempli les criteres de 
Election du systeme simple hybride ont etc sequences, et les proflls 
analyses a raide de bases de donnees Informatiques (Oenbank 

10 EMBL, PDB, Swissprot) afin de determiner la nature des proteines 
codecs. Deux clones correspondent a des prolines ribosomaies 
(hRS12 ct hRS4), un a une serine-threonine kinase (STPLK-i) ct !e 
quatrieme a une proteine humaine d'un poids moieculaire 
theorique de 59 kDa (calculd a partir de la sequence traduite) et 

15 non repertoriee. 

Les ADNc, codant pour hRS4, hRSl2 et ICBP-59 et obtenus 
par digestion par EcoRI des clones positifs obtenus dans le vecteur 
pGADIO, ont ete clones au site EcoRl du vecteur depression 
P GEX-4T-1 (Pharmacia). Les ADN recombinants sont cnsuite 

20 transforms dans une souche d'Bscherichia coU adaptec (BL21). 500 
ml de culture du clone selections ont ete utilises iorsque une 
densite opaque dc 0,5 a ete atteinte. La surexpression des 
proteines dlnteret a ete induite par l'IPTG (ImM) pendant 2h a 37» 
C. Le vecteur P GEX-4T-j conduit a l'obtention de grandes quantites 

« de proteines sous forme fusionnee a la glutathion-S-transfcrase 
(GST). Les proteines de fusion avec la glutathione-S-transferase 
(GST) sont ensuite purificcs en utilisant des billes de scpharose 
couple au glutathlon (Pharmacia) suivi par une coupure durant la 
nuit avee de la thrombine (0,05 U/ml) a 4" C (Pharmacia). 
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Pour tester 1'aptityde dc la proteine de poids moleculairc dc 
59 kDa a lier specifiquement les boites ICBI et/ou ICB2, trois 
copies en tandem de ICB2 (ICB2X3, sequences decritcs 
preccdemment) ont ete marquees au niveau terminal au phosphore 
5 **P en utffisant la polynucleotide kinase T4 (New England Biolabs) 
et du [y^FjATP (160 mCi/mmol, ICN Irvine, CA, USA). Pour 
examiner la speculate de la liaison, des oligonucleotides oontenant 
seulement une copie de la boite CCAAT ont ete synthases : 
ICB 1 : 5'-AGTCAGGGATTGQCTGGTCTG-3'; 
10 5*- CAGACCAGCCAATCCCTGACT-3' 

ICB2: 5'-AAGCTACGATTGGTTCTTCTG-3'; 
5'-CAGAAGAACCAATCGTAGCTT-3'. 

La proteine ICBP-59 purifiee (1 ^g) est incubee avec 1 ng 
^oligonucleotide marque a son extremite tenninalc par du 
15 phosphore 3= P dans 12% de glycerol, 12 mM d'HEPES-NaOH (pH 
7,9), 60 mM KC1, 4 mM Tris-HCl (pH 7,9), 100 ng BSA, 0,6 mM DTT 
et 100 ng de poiy(dI/dC) dans 20 ul (Inouye et aL, 1994). Apres 30 
minutes d'incubation a temperature ambiance, le mixte reactionnel 
est charge sur des gels de polyacrylamide a 6%. Dans les 
experiences de competition, la quantite indlquee d 'oligonucleotides 
non marques est ajoutec au mixte reactionnel 10 min avant 
Taddition de prolines. Pour examiner les proprictes de liaison de 
HCBP90 a la boite ICB2, le meme protocole est utilise a la 
difference que Toligonucleotide marque contient seulement une 
25 copie de la sequence CCAAT telle que decrite ci-dessous: 

ICB2: 5'-ATAAAGGCAAGCTACGATTGGTTCTTCTGGACGGAGAC-3' 
5^GTCTCCGTCCAGAAGAACCAATCGTAGOTGCC^TTTAT-3• 
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La specificity dc liaison est etudiec en utilisant un nucleotide 
non marque contenant unc boite QC du promoteur du gene de la 
topoisomeia.se Ila humaine : 

5'-GAATTCGAGQGTAAAGGGGCGGGaTTGAGGCAOATQCCAc3- 
5 S'-TGGCATCTGCCTCAACCCCGCCCCTTTACCCTCGAATTC-a 1 . 

Ces experiences de retard de migration sur gel d'acrylamide, 
nous ont permis de mettre en evidence que la nouveUe proteine 
humaine de 59 kDa est capable dc lier une sequence d'ADN de type 
ICB, ct ce dc maniere speciflque. Nous avons appele cette proteine 
ICBP-59 (pour Inverted CCAAT Box Binding Protein of 59 kDa). 

EXEMPLB 2 : CARACTEMSATION DE LA PROTEINE ICBP90 

2.1. Synth ese d'anticorps 

Les anticorps monodonaux de souris sont synthases dans 
notre Laboratoire par injection de la proteine ICBP-59 par les 
methodes traditionnelles (Brou et al., 1993) ; la proteine a ete au 
prealable purifl€e par un systeme de fusion GST. Deux anticorps 
monodonaux de 1RC1C-10 et 1RC1H-12 ont 6te sclcctionnes pour 
leur performance a detecter la proteine endogene correspondant a 
la proteine ICBP-59 a la fois dans des experiences de Western 
blotting et dans des experiences d'tmmunocytochimie. Avant 
utilisation, les anticorps sont purifies sur colonne DEAE-cellulose 
(DE52, Whatmann) a partir des liquides d'asdtes. 

2.2. Mise en evidence de la proteine endogene par Western 
Blotting 

Afin de detecter la proteine endogene correspondant a ICBP- 
59, nous avons dans un premier temps utilise 1RC1C-10 en 
Western blot (0,4 ug/ml d'anticorps monoclonal 1RC1C-10) sur des 
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extraits nucleaires de cellules HeLa en situation de proliferation et 
de confluence (Figure 1). Les cellules COS-1 et HeLa sent culdvees 
tel que decrit precedemment (Brou et cd., 1993 ; Gaub et cd. t 1998; 
Rochette-Egly et al., 1997). Les cellules MOLT-4 sont cultivees dans 
5 de l'air a 100% dans du RPMI supplcmente par 10% de serum de 
veau fetal. Us fibroblastes pulmonaires humains en culture 
primaire sont prepares et cultives dans du DMEM/F12 tel que 
decrit precedemment (Xassel et aL, 1998). Des extraits nucleaires 
de cellules Jurkat ont ete achetes chez Sigma alors que ceux de 
10 MOLT-4 et HL60 ont ete prepares tel que decrit auparavant (Lavic 
et al., 1999). Les cellules HeLa en phase de croissance et les 
fibroblastes pulmonaires humains sont obtenus par depletion de la 
culture en serum pendant 30 h suivi par la rein trod uction pendant 
16 heures par 10% de serum de veau fetal (v/v). La proliferation est 
1 5 arretee lorsque la confluence atteint 60 a 70%. Les cellules arretees 
a confluence (confluence de 100%) sont obtenues de maniere 
concomitante en omettant l'etape de depletion en serum. Pour ces 
deux types ceUulaires, des lysats cellulaires bruts sont prepares en 
recoltant les cellules dans du PBS (phosphate buffer saline) suivi 
20 d'une etape de sonication. Pour les experiences d'immunotransfert 
des lysats de cellules totales et des extraits nucleaires sont charges 
sur des gels de polyacrylamide SDS a 8% pour realiser une 
electrophorese en une dimension. Les proteines sont transferees 
sur des membranes de nitrocellulose bloquees avec un reactif de 
25 blocage 10% (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim. Germany) 
et incubees avec l'anticorpa monoclonal purifie (1RC1C-10) a la 
concentration dc 0,5 ug/ml. Un anticorps anti-souris de mouton 
coupl6 a la phosphatase alcallne (fragments Fab, Roche Molecular 
Biochemicals) est utilise a une dilution de 1/2 500. Des signaux 
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sont detectes en utOisant le chlorure dc 4-niiro blue tetrazolium/5- 
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate comme substraL 

Ces experiences montrent que la proteine endogene presente 
un poids moleculaire apparent d'environ 97 kDa. En outre, on 
5 observe que les formes de la protfine varie en fonction de'la nature 
tumorale ou non-tumorale des cellules ainsi que de 1'etat de 
conHuence ou de proliferation des cellules. En effet, dans les pistes 
corresponds aux extraits de cellules HeLa, on observe une bande 
majeure a 97 kDa ; pour les cellules heLa en- proliferation, des 
10 bandes supplemental de taiUcs inferieures a 97 kDa 
apparaissent (piste 2). Dans les fibroblastes pulmonaires humains 
a confluence, la proteine endogene n'est pas exprimee (piste 3) et 
apparait lorsque les cellules se mettent a proliferer (piste 4). Ces 
observations suggerent que la proteine endogene ICBP90 est un 
15 marqucur de proliferation cellulaire pour des cellules normales 
(fibroblastes) tandis que pour les cellules tumorales elle serait un 
marqueur quelque soit lc stade cellulaire. 

L'utilisation de ranticorps monoclonal dans des experiences 
d'immunoprecipitation sur des extraits de proteincs nucleaires, 
20 suivies d'un Western blot, conduit de la meme maniere a la mi se en 
evidence d'une proteine de 97 kDa (Figure 2). 

Les resultats obtenus en- Western blot, aussi bien pour les 
extraits de proteines nucleaires que pour les immunoprecipitations, 
montrent que la proteine de 59 kDa isolee a l'aide du systeme 
25 simple hybride ne constitue qu'un fragment de la proteine endogene 
humaine correspondante, en I'occurrence le fragment C-terminal a 
partir du rcsidu D263. 11 nous a done fallu cntreprendre un 
nouveau criblage de banque d'ADNc. 
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2.3. Analyse en Dot Blot d'ARN de multiples tissue humains 

OOS s i h^. de i Ch ° i5ir n ° US d ° nnant Ie * lus d * chance 

possible d'isoler l a proline complete, nous avons voulu identifier 

un Ussu humain exprimant TARN messager (ARNra) correspondant 
en Q uanhte importante. A I'aJde d'une sonde d'ADNc recouvrant 
une partie de la sequence de ICBP59 et marquee au «P, „ ous avons 
teste 1 express™ de l'ARNm d'interet dans 50 tissus humains 
difterents sur un dot blot d'ARN. Brievement, un e sonde longue de 
678 pajres de **** corresponds a la sequence en acides amines 
10 269 a 500 de 1CBP90 a « s„ 56e par PCR en 

Taq polymerase (Sigma, St Louis, MO, USA). La sonde marquee par 
random priming en utilisant du dCTP-a »p est purifiee sur 
colonnes Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, Suede) 

1 5 , „^ d ' ARN ^ mUUiplCS ° r8aneS ^ TARN 

5 pow de 50 tissus humains diflerents est hybride 20 heures dans 
des conditions de forte stringence dans un milieu ExpressHyb 
(Clontcch, a «- C avec une sonde marquee au » P . Des lavages ft 
haute stringence sont realises dans du 0,1 x SSC, 0,1% SDS a 68" 
C (De Vries et cU., 1996). 

Us reultats obtenus (figure 5) montrent que les tissus 
expnmant Ie plus fortement l'ARNm de la proteine ICBP-59 sont le 
thymus adulte et foetal, ainsi que ia moelle osseuse adulte et le foie 
foetal. Pour isoier la proteine entiere, notre choix s'est done porte 
. sur une banque d'ADNc de thymus adulte 

25 

2.4. Crlblage de la banqne et clonage de ICBP90 

Le criblage dc la banque nous a permis dobtenir plusieurs 
dones d'environ 4000 paires de bases (pb, comportant un cadre de 
lecture ouvert dc 2379 pb (Fig.6). Cette sequence code pour une 
30 proteuie de 793 acides amines (Fig.7, dont le poids moieculaire 
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theorique (caicule a partir de la sequence traduite) est de 89,758 
kDa. Nous avons appele cette proteine ICBP90 (pour Inverted 
CCAAT Box Binding Protein of 90 kDa) par analogie avec 
1 appellation utilisee pour i a proteine inJtlale de 59 kDa 
5 L'ADNc ICBP90 (2379 bp, a ete synthase par PCR en 

utihsant I'ADN polymerase Deep Vent (New England Biolabs 
Beverly, MA, USA) et les oligonucleotides utilises au cours de cette 
reaction de PCR etaicnt voisins du site de EcoRI. Le produit de 
reaction a ete par la suite sousclonc dans un vecteur pGEX-4T-l 
10 (Pharmacia) pour repression de la proteine de fusion GST dans 
BL21. La surexpression est induite par IPTG (ImM, pendant 4h a 
25° C. La proteine ICBP90 est ensuite purifiee. 

2.5. Immunocytochiaue et imm&noliistochimie. 

Lobservation directe de la proteine ICBP90 sur des cellules et 
tissus a ate egaletnent mise en ceuvrc. 

Des cellules COS-1 ont ete transferees comme decrit 
precedemment (Brou et al., 1993 ; Gaub et at, 1998) avec le vecteur 
pSGS (Stratagene, La Jolla, CA) dans lequel I'ADNc de ICBP90 
20 (2379 bp) a ete sous-clone dans le site de restriction EcoRI. L'ADNc 
est synthase par reaction de polymerisation en chaine (P C R) 
utnisant la polymerase Deep Vent (New England Biolabs) et des 
oligonucleotides flanquants l c sit e de restriction EcoRI La 
construction plasmidique est verifiee par scquencage 
25 L'immunomarquage des cellules HeLa et des cellules COS-1 
transferees est realise tei que decrit precedemment (Brou et al, 
1993) avec respectivement les anticorps monoclonaux 1RC1C-10 et 
1RCIHM2. Un marquage indirect a rimmunoperoxidase de ICBP90 
ct de topoisomerase Ila est realise comme decrit precedemment (Rio 
30 et al, 1987, Devys ct al, 1993). Us appendices humains ont ete 
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inclus dans la paramne ct fixes dans du formalin 10% tampon* 
(Sigma). Des coupes seriecs (3 nm) sent incubees durant la nuit a 
temperature ambiante avec I'anticorps iRClC-10 et avee Tanticorps 
anti-topoisom^e Ila (NeoMarkers, Union City> CAf „ ^ 
5 anticorps , ieS de maniere speculque sent visualises par un 
compile utilisant la streptavidine biotine (LAB/LSAB method, 
Dako LSAB2 System kit ; DAKO, Carpinteria, CA. USA) 

En immunocytochimie, 1'anticorps 1RC1C-10 marque le noyau 
des cellules HeLa tandis que le nucleole et I'enscmble du 
10 cytoplasme ne sont pa 3 marques (Figure 3). En 
immunohistochimie, des coupes en paraffinc d'appendfee humain 
montrent un marquage localise essentiellement dans des zones de 
prouferation cellulaire (Figure 4). En effet. les cellules marquees 
sont logees dans les cryptes glandulaires (CG) ainsi que dans les 
zones germinatives (Ger). Un marquage identique est obtenu 
lorsqu'on utilise un anticorps anti-topofsomerase Ila qui est une 
e-yme uniquement cxprimee dans des cellules en proliferation 
(resultats non illustres). 



15 



20 



2.6. Recherche* BLAST et prediction de domaine* 

Us etudes sur BLAST en ligne ont ete realises a partir des 
^formations du National Center for Biotechnology Information au 
National Institute of Health (Bethesda, MD, USA,. SCANPRQSITE et 

25 ^ F ?f AN UmiS " P ° Ur ran3lySe Pr0t ^ ue (^biogen, 
25 Villcjuif, France). 

ICBP90 comporte un domaine « ubiquitin-likc » dans ses 80 
premiers acides amines, deux sites de localisation nuclcaires 
potentiels dans la partie C-terminale et deux domaines en doigt de 
so ZZJ' dont *"» ***** Clique dans la liaison a 
30 IADN ct I'autrc dans des interactions proteine-proteine. Plusieurs 
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sites potenticls de phosphorylation par la proteine kinase C la 
caseine kinase n ainsi que par unc tyrosine kinase sont egalement 
presents. 

La production et la purification de ICBP90 a l'aide dy systeme 
5 de fusion GST [mcme procede que celui utilise pour ICBP-59) nous 
a finalement permis de tester la capacite de la proteine complete a 
her les sequences d'ADN de type ICB, Son comportcraent est en 
tous points identique a celui observe pour ICBP-59. 

En definitive, nous avons isole une nouvelle proteine 
1 0 humaine que nous avons appelee ICBP90 pour lcs raisons evoquees 
ci-dessus. Son poids moleculaire theorique est de 89,758 kDa et 
son poids moleculaire apparent sur gel d'acrylamide est de 97 kDa, 
Cette proline est non seulemem localisee exclusivement dans ie 
noyau des cellules humaines, mais elle prescnte egalement la 
15 capacite a lier des sequences d'ADN de maniere specifique, en 
roccurrcnce des sequences de type CCAAT. Pour ces raisons, nous 
pensons que ICBP90 a la possibility de moduler repression des 
genes dont le promoteur est poumi de boites CCAAT, 
eventuellement en position inverse (ICB). Le gene de la 
20 topoisomerase Ha humaine qui nous interesse plus 
particulierement, et qui comporte cinq sequences ICB dans son 
promoteur, nous semble etre une des cibles privilegiees de 1CBP90. 

Ces experiences ont permis de mettre en evidence les 
caracterisuques remarquables de l'anticorps 1RC1C-10 qui ne 
25 marque uniquement que lcs cellules en proliferation dans le cas de 
cellules non cancereuses ; 'il marque les cellules cancereuses en 
proliferation ou en quiescence ; il est utilisable dans 4 techniques 
difiercntes (Western blotting, immunocytochimie, 

immunohistologic, immunoprecipitation) ; il possede une tres 
30 bonne affinite et permet d\itiliscr une dilution de 1/150 000 en 
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immunohistochimie (i.e. 13 ng/ml) ; enfin, son utilisation ne genere 
quasiment pas de bruit dc fond. 

Lcs applications futures de IRCIC-IO se situem en premier 
lieu dans les domaines du diagnostique et de la recherche 
5 fondamcntale. Pour le diagnostique en anatomo-pathologie par 
exempie, il serait tout a fait possible de rendre comptc de l'etat 
proliferatif d'un tissus cancereux donne. Concernant la recherche 
fondamentale, des investigations sont cn cours dans notre 
laboratoire afin de determiner la contribution" exacte de ICBP90 
10 dans les mecanismes de proliferation des cellules normales et des 
cellules cancereuses. Or, pour I'etude de I'expression de ICBP90 en 
fonction du cycle ceUulaire, de sa localisation nucleaire precise et 
de son interaction avec d'autres proteines ceUulaires, l'utilisation de 
1'anticorps sera incontournable. 

Pour l'instant nous n'avons pas etudie I'expression de 
l'ICBP90 en fonction du cycle ccllulaire. Neanmoins, dans Ie cas ou 
des lignees dc cellules cancereuses sont confluentes ou lorsqu'elles 
sont en proliferation nous nc pouvons detecter de differences 
significatives de I'expression de HCBP90 (Fig. 1) du moins en ce qui 
concerne la forme a 97 kDa. Par contre, dans des cellules 
confluentes non cancereuses (cellules muscuiaires lisses 
bronchiques humaines) I'expression de l'ICBP90 est diffirilcment 
detectable (resultats non illustres). Ceci est confirme sur les coupes 
histologiques ou aucune cellule en quiescence n'est marquee par 
25 1'anticorps. II est par consequent possible que l'ICBP90 soit 
exprimce quelle que soit la phase du cycle cellulaire dans des 
cellules cancereuses alors que son expression varicrait en fonction 
de chaque phase dans des cellules non cancereuses. Ceci rend 
done Tutilisation de 1'anticorps cxtremement intcrcssante, en ce 
30 sens que nous aurions a disposition un marqueur de la 
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proliferation cellulairc de tissus cancereux qui ne dependrait pas de 
la phase du cycle cellulaire contrairement a d'autres marqueurs de 
proliferation cellulairc tels que le Ki-67, la topoisomcrase Ila, la 
cydinc E et la cycline Bl. En effet, la fin de la phase S est 
5 caracterisee par une tres faible expression de Ki-67, la cycline E 
marque les cellules en fin de phase Gl jusqu'au milieu de la phase 
S et la cycline Bl marque les cellules en phase G2/M (pour revue 
Darzynlciewicz et al, 1994). Par ailleurs, il a ete montre que PCNA 
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) surestime le nombre de cellules 

10 en proliferation dans certains types de tissus (Roskcll and 
Biddolph, 1999). 

ICBP90 joue un role important dans la proliferation cellulaire 
en regulant l'expression de genes tels que celui dc la topoisomerase 
Ila. Differentes strategies visant a bloquer Taction de cette proteine 

1 5 doivent permettre de modifier la proliferation cellulaire. Ainsi, 
Utilisation de l'anticorps 1RC1C-10 ainsi que utilisation de 
peptides mimant 1'interaction ADN/ICBP90 sans pour autant 
engendrer d'efiet physiologique subsequent constituc une 
possibility interessante. Le design de ses peptides s'inspirerait 

20 directemcnt de la sequence proteique de ICBP90 que nous avons 
decrite. Une forme tronquee corrspondant a ICBP59 pourrait par 
exemple etre un des premiers candidats. 

Le blocage pur et simple de l'expression de ICBP90 dans le 
but d'eliminer completemcnt son influence sur les genes ct par 

25 extension sur la proliferation cellulaire pcut etre envisage ; il peut 
se faire soit par une approche classique en obtenant des inhibiteurs 
de la proteine, soit en utilisant une approche plus moderae 
correspondant a la technique d'interference par TARN double brin 
(RNA interference ou RNAi) telle que decrit recemment par 

30 Kenncrdell & Carthew (1998). 
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EXEMPLE 3 : ISOLEMENT ET CARACTERISATION DU GENE 
ICBP90 



5 3.1. Mat&ciels et methodes 

3.1.1. Construction et criblage d'nne feanque 
gcnomique placentaire humaine 

Apres digestion partielle avec I'enzyme Mbol, 1'ADN 
10 genomique placentaire a etc fractionne en fonction de la taille sur 
un gradient de 10 a 40% dc sucrose. Dcs fragments d'ADN de 
15 kb ont etc ligues dans un vecteur AGEM 12 prcalablement digere 
par BamHl (Promega, Madison WI, USA). Apres empaquetage, les 
particules de phages X ont etc titrees sur des cellules TAP 90. La 
15 banquc genomique contient 3.10* unites formant des plaques 
(plaques forming units, pfu). 10* clones ont etc etales pour 
I'anafysc. Une sonde de 620 pb corrcspondant a une extremite 5* 
terminalc de l'ADNc de ICBP90 utflisee pour Ic criblage a ete 
marquee au a«P-dCTP par une methode d'amorcage aieatoire 
20 (random priming} (Sambrook et ul., 1989). La sonde marquee est 
utilisce selon un protocole classique dTrybridation sur plaque pour 
cribler la banque genomique (Sambrook et aL, 1989). LTiybridation 
a etc realisee a 68'C dans du SX SSC (15 mM NaCI, 1,5 mM citrate 
de sodium pH 7,0), 5 X de solution Denhardt, 100 ng J ml d'ADN dc 
25 spermc de saumon et 0,1% de SDS, suivi par 30 minutes de 
lavages dans du 2X SSC, 0,1% SDS a temperature ambiante. 

Deux ctapes de criblage ont cte realisees pour purifier un 
clone positif. Le clone positif a ensuite etc digere avec 1'enzyme Non- 
et deux fragments de 6 et de 10 kb ont ete sous-clones dans le 
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vecteur pBluescript-SK* (Stratagene, La Jolla CA, USA) selon un 
protocolc standard (Sambrook etal, 1989). 

3.1.2. Criblage de la banque d'ADNc de thymus humaia 

5 

Une banque X.GT10 d'extremite 5' d'ADNc de thymus humain 
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) a etc criblce par hybridation sur 
plaque en utilisant la sonde d'ADNc de 679 pb synthetisee telle que 
dans le paragraphs relatif a 1'analyse par Northern Blotting. Des 
10 signaux ont ete detects en utilisant du chlorure de 4-nitro-bleu- 
tetrazolium et de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate commc 
substrat. 

3.1.3. Reaction de polymerisation en clxaine (PCR) sur 
1 5 I'ADN genomique placentaire 

L'ADN genomique placentaire a ete prepare selon une 
methode conventionnelle (Sambrook et al, 1989). Pour la region 5' 
du gene ICBP90, les inventeurs ont utilise le kit PCR Advantage*- 

20 GC genomic de Clontech qui est adapte aux regions riches en QC 
de I'ADN genomique. Pour couvrir les regions 3'-flanquantes, la Taq 
polymerase (Sigma, St Louis, MO, USA) et son tampon 
corrcspondant ont ete utilises. Les reactions ont etc rcalisees selon 
les instructions du fabricant en utilisant 250 ng d'ADN genomique 

25 placentaire comme matrice dans un volume final de 50ul. Afin 
d'obtenir ramplification des introns de longueur 19 kb et 8,7 kb le 
systeme PCR Expand™ 20kbJ*» (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Germany) a ete utilise. 
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La reaction a ete realfsee dans lOOuJ en utilisant 125 ng 
d'ADN genomique placentaire par reaction. 

3.1.4. Constructions plasmidiques et essais CAT 

5 

Une serie de differents fragments ont ete obtenus par PCR 
dans la region 5' flanquante du gene ICBP90 en utilisant des 
amorces dc 20 nucleotides afin d'obtenir les constructions decrites 
dans la figure 10. Cclles-ci contiennent un site de restriction 
10 BamHI et 1ADN genomique placentaire humain a etc utilise comme 
amorce. Les produits PCR ont ete digeres ct sous-classes en amont 
du gene reporter chloramphenicol acetyl transferase (CAT) d'un 
vecteur contenant lc promoteur minimal de la thymidine kinase 
(pB!CAT2). Les constructions plasmidiques ont ete veriflees par 
15 sequencage. Des cellules COS-1 ont ete cultivees dans un milieu 
Dulbecco modifie par Eagle (DMEM) supplements avec 5% de 
serum de veau fetal. Apres I'etalement, les cellules ont ete 
transferees avec les differentes constructions plasmidiques (5 ugj en 
utilisant la technique de co-precipitation au phosphate de calcium 
20 (Banerji et at., 1981)). Les analyses d'expression de la CAT ont 
ensuite ete realisecs comme decrit ailleurs (Goetz et al. (1996)). 

3.1.5. Localisation chromosomique du gene ICBP90 

Des chromosomes metaphysiques ont 6tc prepares a partir de 
leucocytes humains du sang peripherique selon les protocoles 
standards (Haddad et al. (1988)). Brievement, une sonde de 10 kb 
correspondant a un fragment 5' terminal du clone dc 16 kb isole d. 
partir du criblage de la banque d'ADN genomique placentaire, a ete 
marquee avec de la biotine-16-d.UTP (Roche Diagnostics) par « nick- 



25 
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translation ». La sonde est ensuite precipitee avec un exces (50X) 
d'ADN humain Cot-1 (Life Technologies, Rockville MO), resuspendu 
dans 50% de formamide, IX SSC, pre-hybride pendant 2 heures a 
37°C puis hybride sur la nuit a 37°C. La detection est rcaiisee en 
5 utilisant de l'avidine-FITC (Vector Laboratories, Buriingam CA). Us 
chromosomes ont etc contre-colores avec du 4 -6-diamino-2- 
phenylindole (Sigma). 



3.1.6. Analyse de Northern blotting et de Western 
10 Blotting 

Une membrane de Northern Blotting contenant 2 ^g d'ARN 
polyA* par ligne, provenant de 7 lignees cellulaires humaines 
canccreuses differentes (Clontech) a ete prehybridee dans du 

1 5 Express Hyb (Clontech) puis hybridee avec la sonde specifique de 
ICBP90 dans du Express Hyb a 68'C pendant deux heures. La 
sonde double-brin marquee a la digoxigenine a ete preparee par 
amplification PCR d*un fragment de 676 pb a partir de l'ADN c 
dlCBP90 (nucleotides 806 a 1 485 ; Numero d'Accession Genbank 

20 AF 129 507) selon les instructions du fabricant (Roche 
Diagnostics). 

Aprcs purification au travers d'une colonne de 
chromatographic Micro Bio-Spin 30 (Bio-Rad, Hercules, CA), la 
sonde specifique 1CBP90 (5 ng/ml) a etc chauffee a 95°C pendant 

25 15 minutes puis refroidie dans la glace avant l'addition de la 
solution dTiybridation. Les lavages apres lliybridation ont ete 
realises deux fois dans du 2X SSC, 0,1% SDS (30 minutes par 
lavage a temperature ambiante), puis deux fois dans du 0, IX SSC, 
0,1% SDS (30 min. par lavage a 68°C). La membrane a ete traitee 

30 avec la solution A (0,1 M adde malique, 0,15 M de NaCl a pH 7,5) 
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puis bloquee par incubation avec 1% d'agcnt bloquant (Roche 
Diagnostics) dans Ie tampon A pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. 

Un anticorps conjugue a la phosphatase-alcaline* dirige 
5 centre la digoxigenine (fragment Fab, Roche Diagnostics) a ete 
ajoute (150 mU/ml) puis Jncube pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. La membrane a ensuite ete lavee deux fois avec la 
solution A puis equillbree dans du 0,1 M tris-HCl, 0,1 M NaCl, pH 
9,5. Pour la detection par chcmiluminescence, les inventeurs ont 

10 utilise l'agent Disodium 3-(4-methoxyspiro{ 1,2 dioetane-3,2'-(5~ 
chloro) tricyclo [3.3-1. I* 7 ] decan }-4~yl) phenyl phosphate® (Roche 
Diagnostics) selon les instructions du fabricant. Les bandes q'ARN„ 
ont ete quantifiees en utilisant le logiciel NIH image 1.62 et 
exprimees en pourcentage de la bande d'ARN m la plus abondante 

1 5 (e'est-a-dire la bande de 5,1 kb des ceUules HL-60). 

L'analyse en Western Blotting a etc realisee comme decrit 
ailleurs (Hopfner et al (2000)). Les signaux ont ete dctectes en 
utilisant le chlorure dc 4-nitro-blue tetrazolium / le phosphate de 
5-bromo-4chloro-3-indolyl comme substrat. 



3.1.7. Ontils de recherche d'alignement local d« base, 

predictions de sites de demurrage de la 
transcription et de signal poly A 

25 Des recherches d'alignement local de base ont ete realisees 

via le Centre National dlnformation en Biotechnologie au National 
Institute of Health (Bethesda, MD, USA). Lc criblage d\me banque 
de facteurs de transcription avec le programme d'ordinatcur Mat 
Inspector, les predictions de sites de demarragc de la transcription 

30 (TSS) avec Neural Network, ainsi que la prediction de signal polyA, 
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ont 6t6 r6alls6s via le Baylor College of Medicine (Reese et al. 
(1996)). 

3.2. Resultat 

5 

3.2.1* Isolement et caract6ris»tion du gene de TICBP90 

Une banque d'ADN coxnpiementaire de placenta humain 
clone dans le phage lambda GEM 12 a €t$ crtblSe k 1'aide d'une 

10 sonde d'ADN. Le criblage a conduit a la purification d'un seul clone 
positif ayant un insert de 16 kb. L'analyse de la sequence a permis 
de determiner quH contenait une sequence intronique longue de 10 
kb et contenant 3 exons (appelS B, C et D dans la figure 9A). Tous 
les autres criblages, incluant notamment ceux qui ont ete realises 

15 par PGR sur des banques de BAG (Bacterial Artificial Chromosome) 
ou de YAC (Yeast Artificial Chromosome), n'ont pas permis dlsoler 
d'autres clones positifs. Par consequent, nous avons decide de 
determiner le reste de Torganisation du g£ne par PCR directcment 
sur de i'ADN genomique dc placenta humain. La plus grande 

20 difficult^ fut d'obtenir le c6tC 5' de Tintron de 19 kb. Ainsi, des 
amorces ont ete choisies dans l'exon A (amorce sens) et dans le cote 
5' du clone de 16 kb (amorce anti-sens). L'exon E et Tintron de 8,7 
kb ont ete amplifies en utilisant une amorce sens dans Texon D et 
Tamorce anti-sens dans l'exon F. Finalement, la sequence complete 

25 de 1'exon F jusqu'au signal de poly-adSnylation a ete dCterminee en 
utilisant une amorce sens choisie dans lc debut de 1'exon F et 
l'amorce anti-sens dans le c6te 3' d'une EST (reference dans 
GenBank n* AW297533) homologue a la sequence du gene de 
11CBP90. La sequence complete du gene de 11CBP90 montre qull 

30 est compose de 6 exons codants dont la taille varie dc 100 paires de 
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bases & 3453 paires de bases. La plupart des jonctions 
exons/ introns rtpondent aux sequences consensus pour les sites 
accepteurs et donneurs d'epissage. Une sequence consensus de 
poly-arienylation (AATAAA) a ete trouvfie dans la region 3V-c'cst-a- 
5 dire 1 152 nucleotides apres Ie codon stop dans la figure 9A. 

3.2.2 La region 5' du gene de l'ICBP90 

Le criblage d'une banque d'ADN comptementalre de thymus 

1 0 humain clone dans le phage lambda gtlO a conduit a Tobtention de 
deux populations de cDNA qui se distinguent Tune de Tautre dans 
leur rtgion 5', exactement 10 paires de bases en amont du codon 
d'initiation, e'est-i-dire dans la region 5' non traduite. Ces deux 
populations de cDNA predisent Texistencc de deux exons alternatifs 

1 5 en 5* appeles exon I et exon II (Figure 9A), Nous avons observe que 
les exons I et II sant relies a un site d'epissage aJtematif interne de 
Texon A. De plus, nous avons trouvc dans une base de donnees un 
EST (reference dans GenBank n* AI084125) correspondant aux 
nucleotides 1290 a 1356 (Figure 9B). Les positions de ces deux 

20 exons et de l'EST k I'interieur du locus ont ete detcrminces par 
PGR. Pour cela nous avons utilise des amorces correspondant aux 
18 premiers nucleotides de chaque exon et une amorce anti-sens 
choisie dans Ie premier exon traduit (exon A). Cette strategic nous a 
permis de reconstruire la region 5' telle qu'ellc est representee dans 

25 les figures 9A et 9B, avec Texon I correspondant aux nucleotides 1 
a 134 et Texon 11 correspondant aux nucleotides 676 k 725. La 
sequence EST (AI084125) est contigue au site d'epissage interne de 
Texon A. Nous n 'avons pas encore determine avec precision le debut 
des exons I, II et A puisque leurs sequences ont ete deduites a 

30 partir de criblages de banques de cDNA (Figure 9A). 
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Quatre boites GC (GC1 a OC4) ont ete trouvees dans la region 
5' (Figure 9B). Ces boites representent des sites potentials de 
liaison pour lc facteur de transcription Spl, mais seulement une 
boite (GC3) correspond a une sequence consensus, o'est-a-dlre 
5 GGGGCGGGG. De plus deux boites CCAAT (CB1 et CB2] ont ete 
trouvees. Des analyses predictives de sequences suggerent que 
deux regions promo trices existent dans la region 5', c'est-a-dire 
avant lc codon d*initiaubn (ATG). Deux sites potentiels d'Initiation 
de la transcription ont ete predits aux positions 571 et 827. Le 

10 premier suit la sequence consensus de liaison a Spl et le second 
suit la boite GC1 (respectivement entrc les exons I & II, ct les exons 
n & A). Ann de voir si ces deux regions sont fonctionnelles cn tant 
que region promotrice, plusieurs constructions plasmidiques 
contenant un gene rapporteur (gene de la Chloramphenicol Acetyl 

15 Transferase; CAT) en aval des differentes regions promotrices 
potentielles ont etc preparees. Des cellules COS ont ete transferees 
avec ces constructions plasmidiques. La figure 10 montre les 
resultats obtenus et qui correspondent au pourcentage 
d'augmentatidn de l'activite basale. L'activite maximale a ete 

20 obtenue avec la construction plasmidique contenant 1 1 14 paires dc 
bases en amont du site d 'initiation de la traduction, avec une 
augmentation de 236,7% de l'activite promotrice basale (promoteur 
minimal du gene de la thymidine kinase). La construction 
plasmidique contenant 642 paircs de bases en amont de l'ATG a 

25 conduit a une augmentation de 1 15,6% alors que la construction 
plasmidique contenant uniquement la sequence entre I'exon I ct 
l'exon u montralt une activite relativement faible avec une 
augmentation uniquement dc 22,8% (figure 10). Ces r6sultats 
suggerent l'cxistence d'une region promotrice cntre les exons II et A. 

30 
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3.2.3. Localisation chiomosomique du gene ICBP90 

La localisation chromosomique du gene ICBP90 a ete realisee 
par hybridation in situ de fluorescence (FISH). Lc gene ICBP90 est 
5 localise sur le chromosome 19pl3.3 dans une region telomerique. 
Une recherche realisee dans Genbank a montre qu'unc region de 
6Mb dans la bande chromosomique 19 p 13.3 d'une banque de 
cosmide specifique du chromosome 19 (hybride homme / hamster 
5HL2-B) conuent 147 nucleotides codant pour les acides amines 
10 746 a 793 de ICBP90. Cette sequence a ete localisee entre les 
marqueurs STS (sequence tagged site) D19S883 et D 19S325. 

3.2.4 Expression de ICBP90 dans diffexentes lignees 
cellulaires 



15 



ICBP90 participe 4 la regulation de I'expression du gene 
Topllct (Hopfner et al (2000)). Comme TopIIa est exprimee de 
maniere difTerentieUe dans differcntes tumcurs et lignees 
cellulaires, 1C3P90 lui-meme est susceptible d'avoir une regulation 

20 complexe en terme d'activite et d'exprcssion genique. 

Dans une premiere etape vers la comprehension des 
mccanismes regulant l'exprcssion du gene ICBP90, TARN. 
d1CBP90 a ete analyse dans difierentes lignees cellulaires. L'ARNb 
dlCBP90 a ete etudie dans la lignee cellulaire HL60 derivee d'une 

25 leucemic promyelocytaire (Iigne 1). de cellule Hcla S3 (ligne 2), de 
cellules de leucemie fymphoblastique MOLT-4, de cellules Raji du 
lymphome de Burkitt (ligne 5), d'adenocarcinome colorectal SW 480 
(ligne 6), de cellules A549 de carcinome du poumon (ligne 7) (figure 
11A). 



24/12 2001 LUN 16:37 FAS 01 44 29 33 99 CABINET REGIMBEAU ©017/046 



WO 00/78949 PCT/FROO/01747 

61 



Deux bandes d'ARN* de 4,3 et 5,1 kb sont observees. Les 
quantites relatives d'ARN B dans les bandes varient selon le type 
cellulaire. Ltustogramme de la figure 11A montre les taux d'ARNm 
dans les bandes de chacune des Hgnccs cellulaires, exprime en 
5 pourcentage de la quantite maximale observee de bandes d'ARNm dc 
5,1 kb dans les cellules HL-60 (ligne 1, figure 11A). Dans les 
cellules MOLT-4, seuic la bande d'ARNm de 4,3 kb est observee, 
alors que dans les cellules de leucemies promyelocytaires la bande 
a 5,1 kb est prcdominante. Dans les cellules Raji du lymphome de 
10 Burkitt, seule la bande a 5,1 kb est detectee. Approxunativcment, 
des quantites egales des deux types d'ARNm sont observees dans les 
autres lignces cellulaires, c'est-a-dire les cellules Hela, K562, A549, 
SW 480. Pour les cellules HL-60, neanmoins, l'ARNa de 5,1 kb est 
plus fortement exprime que l'ARN 0 de 4,3 kb. D'autres analyses ont 

15 ete entreprises sur les cellules Hela pour confirmer que les 2 
transcrits provienncnt de la transcription du gene ICBP90. Une 
sonde d'ADNc de 626 pb marquee a la digoxigenine localisee 
immediatcmcnt en amont du signal poly A (c'est-a-dirc I'exon F] et 
utilisee comme sonde pour des experiences de Northern Blotting, a 

20 produit les memes resultats, c'est-a-dire l'apparitian de deux 
bandes d'ARNm de 4,3 kb et de 5,1 kb. Ce resultat confirme que les 
deux formes d'ARNm sont generees a partir d*un seul gene. 

Les inventcurs ont egalement etudie l'expression de la 
proteine ICBP90 aiin de determiner si ces deux isoformes d'ARNm 

25 sont susceptibles de coder pour deux proteines differentes. 

La figure 11B montre le profil d'expression de ICBP90 dans 
des extraits proteiques de cellules MOLT-4 et Hela. Alors qu"une 
seule bande de 97 kDa est observee dans les cellules MOLT-4, dans 
les cellules Hela, a cdte de la bande de 97 kDa qui est doublee, 

30 plusieurs autres bandes d*un poids moleculaire inierieur sont 
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observes. Ces resultats suggerent que, dans les cellules MOLT-4, 
un ARNa code pour unc forme unique d'ICBP90. A 1'inverse, dans 
les cellules Hela, les deux ARN m sont susceptiblcs de conduire a la 
production de differents isofonnes d1CBP90. 

5 

3.3 Commentaires 

Le gene ICBP90 s'etend sur environ 35,8 kb. Six exons 
traduits et deux exons non traduits, et de.fait sept introns, ont etc 

1 0 identifies par les inventeurs. Les deux domaines en doigt de zinc de 
ICBP90 sont codes par le raeme exon (exon F), contraircment au 
gene du recepteur aux cestrogencs humains dans lequel chacun 
des doigts-de-zinc putaUfs du domaine de liaison a l'ADN du 
recepteur sont codes separement (Ponglikitmongkol et al (1988)). 

15 Lc domaine « ubiquitin-like » de ICBP90 est code par les exons A et 
B alors que le domaine « leucine zipper * est code par 1'exon B. De 
maniere interessante, 1'exon F seul est susceptible de coder pour 
une proteine fonctionnelle car elle code pour deux signaux dc 
localisation nucleaire, les domaines zinc-finger et plusteurs sites 

20 putatifs de phosphorylation. Deux grands introns de 8,7 kb et de 
19 kb ont ete trouves. 

Le gene ICPB 90 a ete localise dans la region chromosomique 
19pl3.3. Plusieurs autres genes ont ete locaJises dans cette region, 
par exemple le Nuclear Factor I/C (dgalement un facteur de 

25 transcription liant CCAAT, (Qian et al (1995)). De maniere 
interessante, une translocation atypique t (7 ; 19) dans la leuccmie 
myelomonocytaire aigu.e, impliquant un site fragile au locus 
19pl3.3 a ete d6crite (Sherer et al. (1991)). Egalement, il a ete 
suggere que les genes impliques dans le developpcment des 

30 carcinomes pancreatiques sont localises en 19pl3.3 et 19ql3.1- 
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13.2 (Hoglund et al (1998)). Des rearrangements des bandes 
14q32.3 et I9pl3.3 d'une deletion preferentielle du bras court du 
chromosome 1 constituent dcs alterations chromosomiques non 
aleatoires dans le myelome multiple ct la leucemie des cellules du 
5 plasma (Taniwaki et aL (1996)). D'autres genes ont ete localises 
dans cette region; fls incluent un gene implique dans 
Padenocarrinome du syndrome Peutz-Jeghers (Gruba et al. (1998)). 
Egalement. il a ete suggere que Ie gene suppresseur de tumeur 
putatif pour I'adenome malin est localise en D19S216 au niveau de 
10 la bande chromosomique I9pl3.3 qui joue un rale important dans 
la tumorigendse de I'adenome malin (Lcc et al. (1998)). 

L'analyse de la sequence de la region 5' du gene ICBP90 a 
revels l'existence de plusieurg exons non-traduits avec une region 
promotrice entrc les exons II et A ct probablement un second 
15 promoteur plus faible localise entre les exons I et n. La region 
promotrice entre les exons II et A est un promoteur sans sequence 
TATA, suggerant que le gene ICDP90 peut etre un gene de menage, 
au moins lorsque ce promoteur est implique. En ce sens, il 
ressemble fortement aux regions promotrices des genes ATPa 
20 (Goetz et al, 1996), CRE-BP1 / ATF 2 (Nagase et al., 1990) et 
Topllcc, (Hochhauser et al, 1992), qui ne contiennent pas de boltes 
TATA canoniques mais plusieurs sites de liaison de SP-1. 

Les boltes QC ct/ou CCAAT sont susceptible© d'etre 
impliquees dans la regulation de 1'expression du gene ICBP90 via 
25 les facteurs dc transcription SP-1 et les proteines de liaison a 
CCAAT. De plus, etant donne que la proteine ICBP90 est une 
proteine de liaison a CCAAT, ICBP90 est egalement susceptible de 
reguler sa propre expression. 

Une banque de donnees dc facteurs dc transcription a ete 
30 criblee a I'aide du programme d'ordinateur Mat Inspector du Baylor 
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College of Medicine, et de nombreux sites de liaison dc facteurs de 
transcription ont cte identifies dans la sequence precedant le codon 
ATG (figure 9B). Parmi ces sites de liaison aux facteurs de 
transcription, il est interessant de noter des sites de liaison du 
5 facteur de transcription AP-2 regule au cours du devcloppement et 
qui controle I'expression de gene tel DR-nrn 23 (Martinez et aL 
(1997)), les sites de liaison de la proteine myelolde « zinc-finger. 
MZF 1 qui est impliquee dans la regulation de lTiematopoIese 
(Hromas etal. (1996)). 

10 L'analyse de Northern Blotting a demontrc qu'il existe deux 

populations d'ARN m de 4,3 kb et de 5,1 kb. De maniere 
intercssante, chaque population presente unc specificite cellulaire. 
Par exemple, ies cellules lymphoblastiques MOLT-4 exprimcnt 
seulemcnt l'ARN tt de 4,3 kb, alors que dans les cellules Raji du 

15 lymphome de Burkitt (l3rmphocytes B matures), seul le transcrit de 
5,1 kb est observe. Les cellules HL-60 cxprimcnt davantage d'ARNm 
de 5,1 kb que d'ARN„ de 4,3 kb. Les cellules HL-60 et les cellules 
Raji du rymphome de Burkitt sont davantage differenciees que les 
cellules MOLT-4 suggerant que les taux d'exprcssion du transcrit 

20 de 5,1 kb par rapport a celui de 4,3 kb pcut etre directement 
correte avee l'etat de differenciation des cellules. 

De maniere interessante, une etiquette de sequence exprimee 
(EST, Expressed Sequence Tag) correspondent a la sequence 5' de 
l'exon A a cte identified a partir d'oligodendrogliome anaplastique 

25 (numero d'accession Genbank N" Al 084 125) alors qu\me EST 
corrcspondant a llnclusion de l'exon II a cte isolee a partir d*un 
melange de tumeurs dc cellules germinales (numero d'accession 
Genbank N* AI 968 562). Les resultats des inventeurs suggerent 
done que la regulation des transcrits ICBP90 est comparable avec 

30 ce qui se passe pour le rccepteur aux oestrogenes. En fait, six 
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transcrits diflerents codant une proteine commune, mais different 
dans la region 5' non traduite du fait d'un epissage alternatif des 
exons amonts, ont dte reportes (Flouriot et al, 1998 et Grandien, 
1996). 

5 L'analyse en Western Blotting montre une bande majoritaire 

a 97 kDa dans les cellules MOLT-4 alors que plusieurs bandes sont 
observees dans les cellules Hela (Figure 1 IB). Ces donnees sont en 
accord avec l'existence de plusieurs ARN» ICBP90 et/ou 
d 'isoformes de la proteine ICBP90 dont le taux d'expression peut 

10 etre controle dc maniere cellule-specifiquc. 

Deux isoformes protciques pour le recepteur aux oestrogenes 
ont ete decrits (Griffin et aL. 1999) qui different l'un de l'autre par 
les 41 amino-acides N-termlnaux. La double-bande de 97 kDa 
observee a partir des cellules Hela (Figure 1 IB) est done susceptible 

15 de rcpresenter deux isorormes diff&rant par leur extremite N- 
tcrminale. Pour ce faire, l'exon A codant pour 47 amino-acides est 
episse en dehors du cadre de lecture, et conscquemment, la region 
proteique codante commence avec l'exon B. Neanmoins, ii est 
egalement possible qu'il existe d'autres exons susceptibles d'etre 

20 transcrits dans d'autres tissus. 

Egalement, l'intron de 8,7 kb (e'est-a-dire entre l'exon D et E) 
est susceptible de contenir une region promotrice qui peut conduire 
a des isoformes d1CBP90 de poids molcculaires inferfeurs a ceux 
observes dans les cellules Hela en proliferation (Figure 11B). De 

25 maniere interessante, la spdciflcite tissulaire des diflerents ARN B 
du recepteur aux oestrogenes est detcrminee par differents 
promoteurs dont l'activite apparait etre altfcree dans les lignces 
cellulaires du cancer du sein (Flouriot et al, 1998). 

L'cnsemble de ccs rSsultats suggere que le gene rCBP90 et la 

30 proteine ICBP90 presentcnt des caracteristiqucs communes avec 
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les mcmbres de la famille du recepteur a I'acidc retinoique, aux 
stcroides, aux hormones thyroidiennes cn ce qui conceme les 
structures genique et proteiquc. 

En eflet, les inventeurs ont demontre experimentalenient, cn 
5 utilisant la technique du double hybride, 1'existence d 'interactions 
entre la proteine ICBP90 et TIP60 (Tat Interactive Protein, 60 kDa). 
La proteine TIP60 a ete tres recemment decrite comme etant un co- 
activateur du recepteur nucieaire, notamment le recepteur pour les 
androgenes (Brady ME et al„ 1999). 

10 De ce fait, ICBP90 est susceptible de jouer le role dim 

recepteur nucieaire sur Iequel se lie un ligand endogene. II est done 
egaleraent dans la portee de la presente invention d'utiliscr le 
polypeptide ICBP90 de l'invention pour isoler, cribler, identifier le 
ligand endogene. II est egaleraent dans la portee de l'invention 

1 5 d'utiliser le polypeptide ICBP90 de l'invention pour isoler, cribler. 
identiiier des molecules natureUes ou de synthese, biologiquc cu 
chimique, agoniste ou antagoniste de ce ligand naturel. 
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REVENPICATTONS 

1. Polypeptide isole denomme ICBP90 (inverted CCAAT box binding 
protein 90) de sequence d'acides amines SEQ ID N°2. 

5 

2. Polypeptide isole caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide 
choisi parmi : 

a) un polypeptide de sequence SEQ ID N°2, SEQ ID N°4, SEQ 
ID N°6 ou SEQ ID N°8 ; 
10 b) un polypeptide variant de polypeptide de sequences d'acides 

amines defini en a) ; 

c) un polypeptide homologue au polypeptide defini en a) ou b) 
et coxnportant au moins 80 % d*homologic, de preference 90 % 
avec Iedit polypeptide de a) ; 
15 d) un fragment d'au moins 5 acides amines consecutifs d*un 

polypeptide defini en a), b) ou c) ; 

e) un fragment biologiquement actif d*un polypeptide d6fini en 
a), b) ou c). 

20 3. Polypeptide selon l*une quelconque des revendications 1 a 2 
caracterise en cc qull est comporte au moins un domaine de 
fixation i. 1WDN selectionne dans le groupe compose d'un domaine 
« doigt de 2inc » et d'un domaine « leucine zipper ». 

25 4. Polypeptide selon la revendication 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN sur laqucllc se lie ledit polypeptide est une boite 
CCAAT, de preference une boite CCAAT inversee (Inverted CCAAT 
Box : ICB). 
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5. Polynucleotide isoie caracterise en ce qu'ii code pour un 
polypeptide selon la revendication 1. 

6. Polynucleotide selon la revendication 5 de sequence SEQ ID N*l. 

5 

7. Polynucleotide isolfe caracterise en ce qu'il comprend un 
polynucleotide choisi parmi : 

a) un polynucleotide de sequence SEQ ID N*l, SEQ ID N°3, SEQ 
ID N°5 ou SEQ ID N°7 ou dont la sequence est celle de TARN 

10 correspondant a la sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N p 3, SEQ ID N°5 
ou SEQ ID N°7 ; * 

b) un polynucleotide dont la sequence est complementaire de la 
sequence d'un polynucleotide defini en a), 

c) un polynucleotide dont la sequence comporte au moins 80% 
1 5 dTiomologie avec un polynucleotide defini en a) ou b), 

d) un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec une sequence de polynucleotide defini en a), b) ou 
c), 

e) un fragment d'au moins 15 nucleotides consecutifs, de 
20 preference 21 nucleotides consecutifs, et de maniere prtfgree 30 

nucleotides consecutifs d'un polynucleotide defini en a), b], c) ou d) 
a Texception de l'EST humairi AI 084 125, & l'exception de la 
sequence correspondant a la sequence SEQ ID N° 944 publiec le 5 
aout 1999 dans la demande de brevet WO 99 38972 et £ l'exception . 
25 des sequences SEQ ID N°9, N°10 et N°ll correspondant 
respectivement aux EST humains N° AI 083 773, N* AA 811 055, N° 
AA 488 755, N° AA 129 794 et N G AA 354 253. 
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8. Polynucleotide selon ia revendication 7 caracterise en ce qu'il est 
marque dircctement ou indirectemcnt par un compose radioactlf ou 
un compose non radioactif. 

5 9, Utilisation d*un polynucleotide selon la revendication 8 en tant 
qu'amorcc pour TampUflcation ou la polymerisation de sequences 
nucieiques* 

10. Utilisation d\m polynucleotide selon la revendication 8 en tant 
1 0 que sonde pour la detection de sequences nucleiques. 

11. Utilisation d\m polynucleotide selon la revendication 8 en tant 
que oligonucleotide sens ou antisens pour controler l'expression du 
produit protcique correspondant. 

15 

12. Vecteur recombinant de clonage d*un polynucleotide selon l'une 
des revendications 5 a 8 et/ou d'expression d'un polypeptide selon 
l'une des revendications 1 a 4 caracterise en cc qu'il contient un 
polynucleotide selon l'une quelconque des revendications 5 a 8. 

20 

13. Vecteur selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il 
comporte les elements permettant l'cxprcssion eventuellement la 
secretion dudit polypeptide dans une cellule hete. 

25 14. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 12 a 13 
caracterise en ce que les elements permettant Texpression dudit 
polypeptide sont choisis parmi ; 

a) le polynucleotide isol6 de sequence SED ID N°12 ; 

b) un polynucleotide dont la sequence est compiementaire de 
30 la sequence du polynucleotide deJEni en a) ; 
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c) un polynucleotide dont la sequence comporte au moins 80% 
d'identite avec un polynucleotide defini en a) ou en b) ; 

d) un polynucleotide hybridant dans des conditions dc forte 
stringence avec une sequence du polynucleotide defini en a), b) ou 
c). 

15. Cellule hfitc, caraeterisee en ce qu'elle est transformee par un 
vecteurselpn l*une des revendications 12, 13 ct 14. 

16. Precede de preparation d'un polypeptide recombinant 
caracterise en ce que l'on cultive une cellule h6te selon la 
revendication 15 dans des conditions permettant I'expression et 
eventuellement la secretion dudit polypeptide recombinant et que 
l'on reeupere ledit polypeptide recombinant. 

17. Polypeptide recombinant susceptible d'etre obtenu par un 
procede selon la revendication 16. 

18. Anticorps monoclonal ou polyclonal et ses fragments caracterise 
en cc qu'fl lie specifiquement un polypeptide selon l'une des 
revendications 1 a 4 et 17. 

19. Anticorps monoclonal selon la revendication 18 specifique de la 
proteine 1CBP90 humainc et capable d'inhiber rinteraction entre 
ICBP90 et la sequence d'ADN sur laquelle se lie specifiquement la 
proteine ICBP90. 



30 



20. Anticorps monoclonal selon la revendication 18 specifique de la 
proteine ICBP90 humaine et capable d'inhiber interaction cntre 
ICBP90 et des proteines avec lesquelles ICBP90 interagit, lesdites 
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proteines etant de preference ICBP90 elie-rneme ou des proteines 
d\ra complexc transcriptionnel. 

21, Procede de ddtection et/ou de dosage d"un polypeptide selon 
5 l\me des revendications 1 M ct 17, dans un ftchantillon 

biologique, caracterisS en ce qull comprend les 6 tapes suivantes : 

a) misc cn contact de Techantillon biologique avec un anticorps 
selon Tune des revendications 18 a 20 ; 

b) mise en evidence du complexe antigSne-anticorps forme. 

10 

22. Ndcessaire pour la raise en oeuvre d'un procede selon la 
revendication 21 dans un echantillon biologique par r&iction 
immunologique, caract6ris6 en ce qu'il comprend les elements 
suivants : 

15 a) un anticorps monoclonal ou polyclonal selon Pune des 

revendications 18 a 20 ; 

b) le cas 6ch6ant, les reactifs pour la constitution du milieu 
propice k la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant la detection du complexe antigen e- 
20 anticorps produit par la reaction immunologique. 

23* ProcSdS de detection et/ou de dosage d'un polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications 5 4 8 dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comportc les dtapes suivantes : 
25 a) isolement de l'ADN a partir de Techantillon biologique &. 

analyser, ou obtention d'un ADNc 4 partir de TARN de 
Techantilion biologique ; 
b) amplification spftciflque de I'ADN 4 Taide d 'amorces selon la 
revendication 9 ; 
30 c) analyse des produits d'amplification. 
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24. Necessaire pour la misc en ccuvre d*un procede selon la 
revendication 23 dans un echantillon biologique, caracterise en ce 
qu'il comprend les elements auivants : 

5 a) un couple d 'amorces nucleiques selon la revendication 9 ; 

b] les reactifs necessaires pour eflectuer une reaction 
d 'amplification d'ADN ; 

c) eventucllcment un composant permettant de verifier la 
sequence du fragment amplifie, plus pahiculierement une 

1 0 sonde scion la revendication 10. 

25. Procede de detection ct/ou de dosage d'acide nucleique selon 
l*une quelconque des revendications 5 a 8 dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comporte les ctapes suivantes : 

15 a) Mise en contact d'une sonde selon la revendication 10 avec 

un echantillon biologique ; 
b) Detection et/ou dosage de ltvybride forme entrc ladite 
sonde et 1'ADN de 1'echantillon biologique. 

20 26. N6cessaire pour la misc en ceuvrc d'un procede selon la 
revendication 25 dans un echantillon biologique, caracterise en ce 
qull comprend les elements suivants : 

a) une sor. ?.e selon la revendication 10; 

b) les reactifs necessaires a la mise en ceuvre d'une reaction 
25 dTiybridauon. 

27. Procede selon les revendications 21, 23 et 25 pour le diagnostic 
de proliferation cellulaire. 
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28. Precede de criblage de ligand susceptible d'affecter I'activite 
transcriptionnelle d*un gene dont le promoteur comporte des boites 
CCAAT et/ou CCAAT inversces (ICB) susceptibles de lier un 
polypeptide selon les revendications 1 a 4 et 17 et qui comporte les 
e tapes suivantcs : 

a) mise en contact dudit polypeptide et d*un ou plusieurs 
ligand(s) potentiel(s) en presence de rfiactifs nacessaires 4 la 
mise en ceuvre d'une reaction de transcription; 

b) detection et/ou mesurc de Tactivite transcriptionnelle. 

29. Procede de criblage de ligand susceptible d'affecter la fonction 
■ r6cepieur nucleaire « du polypeptide seion les revendications U4 
et 17 ct qui comporte les Stapes suivantes : 

a) mise en contact dudit polypeptide et d*un ou plusieurs 
ligands potentiels en presence de reactifs ncccssaircs ; 

b) detection et/ou mesure de TactivitS transcriptionnelle d^in 
gine dont le promoteur comporte des boites CCAAT et/ou 
CCAAT inversees (ICB) susceptible de lier ledit polypeptide. 

30. Necessaire pour la mise en oeuvre d'un procede selon les 
revendications 28 et 29 dans un tchantillon biologique caracterise 
en ce qu'il cornprend les elements suivants : 

a) un polypeptide selon les revendications 1 a 4 et 17 ; 

b) un ligand ; 

c) les rtactifs necessaires SL la mise en oeuvre d'une reaction de 
transcription. 



30 



31. Ligand susceptible d'etre obtenu par le procede scion la 
revendication 28 ou 29. 
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32. Compose caracterise en ce qull est choisi parmj : 

a) un polypeptide selon 1'une des revendications 1 a 4 ou 17 ; 

b) un polynucleotide selon 1'une des revendications 5 a 8 ; 

c) un vecteur selon IWc des revendications 12 a 14 ;. 
5 d) une cellule selon !a revendication 15 ; 

e) un anticorps selon 1'une des revendications 18 a 20 ; 
1) un ligand selon la revendication 31 
a titre de medicament. 

10 33. Compose selon la revendication 32 a titre de medicament 
destine a la prevention et/ou au traitement du cancer. 

34. Utilisation d'un compose selon les revendications 32 et 33 pour 
la preparation d'un medicament destine a moduler, a augmenter ou 

1 5 a diminuer la proliferation ccllulaire. 

35. Composition pharmaceutique pour le traitement preventif et 

curatif du cancer caracteriscc cn ce qu'ellc contient une quantite 

therapeutiquement efficace d'un compose scion Tunc des 

20 revendications 32 et 33 et un vchicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

36. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un anticorps selon Tune des revendications 18 a 20 en 

25 tant qu'agent de ciblagc conjugue a au moins un agent selectionne 
parmi le groupe des agents antiproliferatifs, antincoplastiques ou 
cytotoxiques. 



37. Produit comprenant au moins un compose selon les 
revendications 32 et 33 et au moins un autre agent anticancereux 



«rt&i*fcx ix3Li\*tmBEuxu (0037/049 



WO 00/78949 PCI7FROO/01747 

81 



comme produit de combinaison pour une utilisation simultance, 
a*paree ou etalee dans Ie temps en thfrapie anti-cancereuse. 

38. Composition pour la detection, la localisation et limagerie des 
5 cancers, comprenant un anticorps selon l'une quelconque des 
revendications 18 a 20, l'anticorps est marque directement ou 
indirectement avec un marqueur generateur de signal selectionne 
parmi les isotopes radioactifs et les entites non isotopiques. 

10 39. Methode de detection, de localisation et d'imagerie du cancer, 
comprenant les etapes de: 

a) injection parenterale chez un Stre humain d'une 
composition selon la revendication 38 ; 

b) accumulation apres un temps suffisant au niveau des 
1 5 cellules cancereuses de l'anticorps marque puis penetration de 

l'anticorps marque a llntcrieur desdites cellules, sans que ledit 
anticorps ne se lie de maniSre substantielle aux cellules 
normales; et 

c)deteclion du signal au moyen d'un detecteur de signal; et 
20 d)conversion du signal dctccte en une image des cellules 
cancereuses. 



